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Résumé
L’érythropoïèse est le processus permettant la production de globules rouges matures à
partir de cellules souches hématopoïétiques. Ce programme de différenciation est en grande
partie sous le contrôle du facteur de transcription GATA-1 qui active la transcription des
gènes érythroïdes et de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. Au cours de l’apoptose, la
caspase-3 clive GATA-1 induisant la diminution d’expression de Bcl-xL. Il a été montré que
l’activation transitoire de la caspase-3 est indispensable pour la différenciation érythroïde
terminale, mais GATA-1 n’est pas clivé. Dans ce travail, nous montrons qu’à la différence du
proccessus apoptotique induit par la privation en Epo, au cours de la différenciation
érythroïde, GATA-1 est protégé du clivage de la caspase-3 par la protéine chaperonne Hsp70.
Au moment de l’activation de la capase-3, Hsp70 s’accumule dans le noyau des érythroblastes
et protège GATA-1, permettant ainsi l’expression de Bcl-xL. Par contre, lors de la privation en
Epo, Hsp70 est exportée du noyau et GATA-1 est clivé par la caspase-3 ce qui induit
l’apoptose. D’autre part, la surexpression de GATA-1 induit un blocage de la maturation
donc, l’expression de GATA-1 doit être finement régulée pour permettre une différenciation
érythroïde normale. Nous avons montré qu’Hsp27 s’accumule dans le noyau des
érythroblastes en cours de différenciation sous l’action de la phosphorylation de la MAPK
p38. Hsp27 nucléaire interagit avec la forme acétylée de GATA-1 et induit son
ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. Ces résultats montrent un nouveau rôle
d’Hsp70 et Hsp27 au cours de la différenciation érythroïde terminale en intervenant dans des
mécanismes de régulation fine de l’expression de GATA-1.
Nous avons déterminé les mécanismes par lesquels Hsp70 est accumulé dans le noyau
des érythroblastes au cours de la différenciation érythroïde terminale. L’érythropoïèse est
régulée positivement par deux facteurs indispensables à la prolifération et la survie des
progéniteurs éythroïdes, le SCF pour les phases précoces jusqu'au stade d’érythroblaste
basophile et l’Epo à partir des CFU-E jusqu'au stade d’érythroblastes. Avant la diminution
d’expression de c-Kit, le récepteur au SCF, au stade d’érythroblastes basophiles, Hsp70 est
principalement cytoplasmique. En effet, le SCF induit l’export nucléaire d’Hsp70 par la
phosphorylation induite par AKT sur la sérine 400 résultant en une faible quantité d’Hsp70
nucléaire. Au stade de la diminution d’expression de c-Kit, l’export nucléaire induit par le
SCF est diminué. D’autre part, l’Epo, en activant Lyn, induit la rétention nucléaire d’Hsp70.
Nous décrivons donc un nouveau mécanisme du retard de la différenciation érythroïde par c-
Kit puisque sa diminution est nécessaire pour que GATA-1 soit protégé du clivage de la
caspase-3 par Hsp70 nucléaire. De plus, nous suggérons un nouveau mécanisme de Lyn dans
la survie et la différenciation des érythroblastes sous Epo.
Nous avons testé notre modèle au cours de syndromes myélodysplasiques (SMD) de
bas grade, caractérisés par une anémie associée à un excès d’activation des caspases et de
l’apoptose ainsi qu’un retard de différenciation des progéniteurs érythroïdes. Nous avons
démontré qu’un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 est en partie responsable du
phénotype observé puisque l’expression d’Hsp70 nucléaire restaure en partie le phénotype des
progéniteurs érythroïdes de patients atteints de SMD. Ces résultats concordent avec notre
modèle physiologique. De plus, il est envisageable que c-Kit pourrait être une nouvelle cible
thérapeutique pour les patients atteints de SMD.
Mots clé : Hsp70, Hsp27, GATA-1, érythropoïèse, SMD.
3Abstract
Erythropoiesis is a process leading to red cells production. This differentiation
program is mainly under control of the transcription factor GATA-1 that controls the
expression of erythroid genes and the anti-apoptotic protein Bcl-xL. During apoptosis, GATA-
1 is cleaved by activated caspase-3, leading to decreased Bcl-xL expression. During terminal
erythroid differentiation, transient caspase-3 activation is required but GATA-1 remains
uncleaved. In this study we demonstrated that during differentiation but not during apoptosis,
the chaperone protein Hsp70 protects GATA-1 from caspase 3-mediated proteolysis. At the
onset of caspase activation, Hsp70 translocates into nucleus and protects GATA-1, allowing
Bcl-xL. In contrast, EPO starvation induces the nuclear export of Hsp70 and the cleavage of
GATA-1 leading to apoptosis. On the other hand, GATA-1 overexpression induces a blocage
of maturation, then GATA-1 expression must be tighly regulated for proper erythroid
differentiation. Here, we showed that Hsp27 is accumulated into nucleus of differentiating
erythroblasts through p38 MAPPK phosphorylation. Nuclear Hsp27 interacts with acetylated
GATA-1 to favor it’s ubiquitinylation and proteasomal degradation. Those results show a new
role for Hsp70 and Hsp27 along terminal erythroid differentiation through the fine tuning of
GATA-1 expression.
Further, we determined the mechanisms of nuclear accumulation during terminal
erythroid differentiation. Erythropoiesis is positively regulated by two factors necessary for
proliferation and survival of erythroid progenitors, SCF from early stage until the stage of
basophilic erythroblast and Epo since CFU-E until erythroblast. Before c-Kit (SCF receptor)
down-modulation at basophilic stage, Hsp70 is mainly localized into cytoplasm. Indeed, SCF
induced Hsp70 nuclear export via S400 Hsp70 AKT phosphorylation resulting in a weak
nuclear Hsp70. At the onset of c-Kit down-modulation, SCF induced Hsp70 nuclear export
was decreased. On the other hand, Epo activated Lyn induced Hsp70 nuclear accumulation.
Then, we described here a new mechanism of c-Kit erythroid blocage since it’s down
modulation is necessary for caspase-3 GATA-1 protection by Hsp70. Moreover, we
highlighted a new survival and differentiating role for Lyn kinase under Epo.
We tested if our model could be applicated to low grade myelodysplastic syndrome
(MDS), characterized by anemia, associated  with excessive caspase activation leading to
apoptosis and delayed expression of the glycophorin A marker of erythroid progenitors. Here,
we demonstrated that a defect in nuclear localization of Hsp70 is partially responsible for the
observed phenotype since expression of nuclear Hsp70 partially rescues phenotype observed
in differentiating cells of MDS patients.  These results confirm our physiologic model.
Moreover, c-Kit could be a new therapeutic target in MDS.
Key words : Hsp70, Hsp27, GATA-1, erythropoiesis, SMD.
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Introduction
1    L’érythropoïèse
L’érythropoïèse est le processus de formation des érythrocytes à partir de cellules
souches hématopoïétiques. Lors du développement chez les mammifères, l’érythropoïèse se
déroule successivement dans le sac embryonnaire, dans le foie fœtal et chez l’homme adulte,
elle a lieu uniquement dans la moelle osseuse. Ce processus est finement régulé par l’effet
combiné du microenvironnement et des facteurs de croissance qui permettent la survie, la
prolifération et/ou la différenciation des progéniteurs érythroïdes. L’érythropoïèse débute par
l’engagement des cellules multipotentes (colony-forming unit-granulocyte erythroid
macrophage mixed ou CFU-GEMM) vers des progéniteurs érythroïdes (figure 2) qui ont la
capacité de former en 15 jours de culture en méthylcellulose des colonies d’érythroblastes in
vitro, appelées burst forming unit-erythroid (BFU-E) (figure 1). Les progéniteurs capables de
donner des BFU-Es sont les cellules hématopoïétiques les plus immatures déjà engagées dans
la lignée érythroïde. Ces cellules représentent 0.03% des cellules hématopoïétiques de la
moelle osseuse et seulement 40% des BFU-Es cyclent 1. Elles sont dépendantes du stem cell
factor (SCF) 2 et d’autres facteurs de croissance hématopoïétiques  pour leur prolifération et
leur différenciation. Le précurseur érythroïde suivant est désigné colony forming unit-
erythroid (CFU-E) et donne après 7 jours de culture en méthylcellulose de petites colonies
empaquetées 3 (figure 1).  Les CFU-Es représentent 0.3% des cellules hématopoïétiques de la
moelle osseuse et la plupart d’entre elles sont en cycle4. Les CFU-Es sont hautement
dépendants de l’érythropoïétine (Epo) 4.
Figure 1 Photos de CFU-E et BFU-E
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Figure 2 schéma de l'hématopoïèse
La cellule souche hématopoïétique donne naissance aux progéniteurs des lignées myéloïdes et
lymphoïdes: progéniteurs pluripotents CFU-GEMM (colony-forming unit granulocyte-
erythroid-macrophage-megacaryocyte) et progéniteurs lymphoïdes. Progéniteurs déterminés
des différentes lignées myéloïdes: BFU-E (burst-forming unit-erythroid) CFU-E (colony-
forming unit-erythroid) CFU- MK (colony-forming unit-megakaryocyte) CFU-GM (colony-
forming unit-granulocyte-macrophage) CFU-M (colony- forming unit-macrophage) CFU-G
(colony-forming unit-granulocyte) CFU-Eo (colony-forming unit-eosinophil) CFU-Bas
(colony-forming unit-basophil). Les progéniteurs donnent naissance aux précurseurs qui se
différencient en cellules matures.
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Les progéniteurs CFU-Es vont se différencier en cellules morphologiquement
identifiables de la lignée érythroblastique, les proérythroblastes, qui se différencient
successivement en érythroblastes basophiles, polychromatophiles et acidophiles. Du stade
proérythroblastes au stade érythroblastes basophiles, les précurseurs prolifèrent et se
différencient, on considère que ce sont des érythroblastes immatures. A partir du stade
polychromatophile, les érythroblastes continuent leur différenciation et sont dits matures. Les
précurseurs érythroïdes expriment des antigènes de différenciation comme la glycophorine A
(GPA), le récepteur à la transférine CD71 ou le CD36 (figure 3). Les érythroblastes subissent
des transformations morphologiques comprenant une réduction progressive du volume
cellulaire, une diminution du volume du noyau et une condensation très importante de la
chromatine, acidification du cytoplasme et augmentation de la concentration en hémoglobine
avant l’énucléation 5. L’énucléation de l’érythroblaste acidophile donne naissance au
réticulocyte qui mature finalement en globule rouge migrant dans la circulation sanguine
(figures 2 et 3). Les érythrocytes matures sont des disques biconcaves uniformes dépourvus
d’organelles internes et contenant principalement de l’hémoglobine. La fonction de
l’érythrocyte est l’apport en oxygène, les modifications morphologiques complexes durant la
phase terminale de l’érythropoïèse en font une cellule très efficace. Une fois que l’érythrocyte
a passé un long séjour dans la circulation sanguine, ils commencent à exprimer les
phosphatidylsérines à  leur surface. Cette molécule est reconnue par les macrophages réticulo-
endothéliaux qui dégradent les érythrocytes âgés  et recyclent la plupart des composants du
globule rouge 6.
Dans un premier temps, l’engagement des progéniteurs multipotents vers la lignée
érythroïde dépend et/ou est sans doute initié par l’activation d’une succession de facteurs de
transcription tels que basic-loop-helix factor TAL-1 (ou SCL), LMO2 (Lim-domain partner of
TAL1), GATA-2, GATA-1, FOG (Friend of GATA), RB (retinoblastoma protein), EKLF
(erythroid Krüppel-like factor ) et NF-E2 (p45NF-E2 ) 7 (figure 3). Des interactions protéines-
protéines entre facteurs de transcription plus spécifiques de la lignée érythroïde tels que
GATA-1 8 et FOG-1 9 sont aussi impliqués. Ensuite, des facteurs de croissances tels que l’Epo,
le SCF ou encore IGF-1 (insulin-like growth factor-1) sont essentiels à la croissance des
érythroblastes 7 (figure 3).
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Figure 3 Différentes protéines exprimées au cours de l’érythropoïèse
(A) Taille relative et apparence morphologique des cellules érythroïdes aux différents stades
de la différenciation érythroïde. (B) Facteurs de transcription érythroïdes : TAL1, LMO2,
facteurs à doigt de zinc qui lient la séquence GATA (GATA-1, GATA-2), FOG, RB, EKLF,
NF-E2.  (C) Récepteurs pour les facteurs de croissance érythroïdes : stem cell factor-
receptor/c-Kit, récepteur à l’érythropoïétine (REpo) et récepteur à l’insulin-like growth factor-
1 (R-IGF-1). (D) Protéines impliquées dans la structure et la fonction des cellules
érythroïdes : glycophorine A (GPA), récepteur à la transférine (CD71), B cell lymphoma-XL
(Bcl-XL). (E) marqueurs de surface exprimés ; Cluster designation 34 (CD34) et Cluster
designation 36 (CD36), Pour chaque facteur de transcription, récepteur de facteur de
croissance, protéines et marqueurs de surface, le degré d’expression peut varier pendant la
période d’expression. (Adapté de la revue Koury et al., Current Opinion in Hematology,
2002).
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2    Rôles de GATA-1 au cours de l’érythropoïèse
GATA-1 précédemment connu sous le nom de Eryf-1, NF-E1, NF-1 et GF-1 a été
originellement identifié pour sa liaison spécifique au promoteur de la ß-globine humaine 10 et
aussi comme facteur de liaison à l’ADN spécifique des érythrocytes qui se fixe à une
séquence régulatrice du gène de la globine du poulet 11.
GATA-1 joue un rôle primordial au cours de l’érythropoïèse normale. Les cellules
érythroïdes de souris déficientes pour GATA-1 subissent un arrêt de maturation au stade
proérythroblaste 12. La différenciation in vitro de cellules souches embryonnaires déficientes
pour GATA-1 (G1E) confirment l’arrêt de l’érythropoïèse primitive et définitive au stade
proérythroblaste 13 et montre que les précurseurs arrêtés dans leur différenciation meurent par
apoptose 14. La mutation de GATA-1nul induit une létalité embryonnaire causée par une anémie
sévère 15. Des embryons KO pour GATA-1 (GATA-1.05), exprimant seulement 5% du niveau
d’expression de GATA-1 WT, montrent aussi un arrêt d’érythropoïèse primitive et meurent  16.
D’autres souris KO pour GATA-1 (GATA-1 faible), exprimant seulement 20% du niveau
d’expression de GATA-1 WT, montrent un phénotype plus léger. Bien que la plupart des
souris GATA-1 faible meurent d’une différenciation érythroïde inefficace, quelques-unes
naissent et survivent jusqu’à l’âge adulte 17. L’analyse de ces différents modèles de souris
montre une relation directe entre le niveau d’expression de GATA-1 et la sévérité du
phénotype.
Sur la base de ces observations que les érythroblastes GATA-1nul meurent par
apoptose, Il a été suggéré que GATA-1 soit directement impliqué dans la survie cellulaire. En
effet GATA-1 permet l’expression du récepteur à l’Epo 18. De plus, un autre gène cible de
GATA-1 est B cell lymphoma-XL (Bcl-XL), un gène codant pour une protéine anti-apoptotique
19.
2.1 Structure de GATA-1
La famille des facteurs de transcriptions GATA est constituée de 6 membres, de
GATA-1 à GATA-6, capables de lier la séquence consensus 5’ A/T GATA A/G 20. Ces
protéines contiennent 2 motifs à doigts de zinc (Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys) spécifiques de
la famille GATA. Le doigt de zinc en C-terminal est essentiel pour la fonction de GATA-1
puisqu’il est responsable de la reconnaissance de la  séquence consensus GATA et donc de la
liaison à l’ADN au niveau des gènes cibles 21,22. GATA-1 possède également un doigt de zinc
en N-terminal qui contribue à la stabilisation et à la liaison spécifique à l’ADN  2123. GATA-1
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murin et humain utilisent deux sites d’initiation de traduction, cependant la Met84 interne est
moins utilisée 24. La version courte de GATA-1 (GATA-1s de 34 kDa) est dépourvue de
domaine de transactivation en N-terminal et perd donc de sa capacité d’activateur de
transcription. Chez la souris, l’expression de la forme courte de GATA-1 permet la
mégacaryopoïèse, la formation de plaquettes et l’érythropoïèse 24bis. Cependant, il semble que
les effets de GATA-1s soient différents chez l’homme. En effet, au sein d’une famille, une
mutation de GATA-1 menant à l’expression de la forme de GATA-1s a été identifiée comme la
cause d’une anémie sévère, avec une production normale de mégacaryocytes et plaquettes
fonctionnellement et morphologiquement anormaux, chez les hommes hémizygotes 24ter. Il
semble donc que l’expression de la forme longue de GATA-1 soit essentielle pour une
érythropoïèse et mégacaryopoïèse normales.
Figure 4 Structure en trois dimensions (3D) de GATA-1.
Représentation 3D de GATA-1 de poulet lié à l’ADN. La chaîne latérale des quatre résidus
cystéines (jaune) qui lient l’atome de zinc, un résidu cible de la phosphorylation (S310,
mauve) et deux résidus critiques de l’acétylation  (K314 et K315, noir et bleu) sont montrés.
Les résidus de l’ADN (5’-TTTATCTG-3’ et 5’-CAGATAAA-3’) sont notés et colorés.
D’après Ferreira mol and cell Biol 2005. (D’après Ferreira et al, Molecular and Cellular
Bioloy, 2005).
2.2      Interactions protéine-protéine
La fonction primaire de GATA-1 est de réguler la transcription de gènes majeurs pour
le développement de cellules hématopoïétiques. GATA-1 joue ce rôle via la reconnaissance de
son site de liaison consensus à l’ADN mais aussi via des interactions avec des cofacteurs. Il a
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été montré que GATA-1 interagit avec lui-même, cMyb, EKLF, Fli-1, FOG, HDAC5, LMO2,
PU.1, RUNX1, CREB-binding protein/P300, Ski1 et Sp1 7.
Il semble que l’interaction entre GATA-1 et FOG soit essentielle pour l’érythropoïèse
puisque les souris invalidées pour FOG (FOG nul) montrent une létalité embryonnaire liée à
une anémie sévère 25. La liaison de FOG à GATA-1 laisse le doigt de zinc N-terminal libre et
permet donc à GATA-1 d’interagir simultanément avec FOG et l’ADN 26.
Le produit du gène spi-1 est PU.1, un membre de la famille des facteurs de transcription ETS
qui interagit aussi avec GATA-1 27. PU.1 est nécessaire pour le développement du lignage
lymphoïde et granulo-monocytaire. L’interaction entre GATA-1 et PU.1 est antagoniste. En
effet, GATA-1 bloque l’activité de PU.1 et réprime donc la différenciation myéloïde dans les
cellules se développant vers la voie érythroïde. A l’inverse, la répression de GATA-1 par PU.1
empêche la différenciation érythroïde. Dans le modèle animal de souris transgénique spi-
1/PU.1, l’érythroleucémie développée est un procédé d’oncogénèse à plusieurs étapes 28. En
effet, la surexpression de spi-1/PU.1 entraîne un arrêt de différenciation au stade
proérythroblaste induisant l’anémie qui peut être traitée par transfusion.  Dans un second
temps, des cellules malignes indépendantes de facteurs de croissance émergent  et induisent la
phase leucémique. Cet événement oncogénique est associé à une mutation gain de fonction du
gène c-Kit, conférant une activité kinase constitutive du récepteur et la prolifération liée à
l’activation des voies phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) et extracellular signal signal-
regulated kinase (Erk1/2). Cependant ce modèle de leucémogénèse à deux étapes n’a pas été
retrouvé dans l’érythroleucémie humaine 29.
2.3      Gènes cibles de GATA-1
Les enzymes de la  synthèse de l’hème
L’hémoglobine, présente en grande quantité dans les érythrocytes, est la protéine
responsable du transport de l’oxygène et du dioxyde de carbone dans le corps. L’hémoglobine
est une protéine trétramérique composée de 2 chaînes de globine α et de 2 chaînes de globine
β. Chaque chaîne de globine porte un groupe d’hème, une molécule en forme d’anneau
contenant un atome de fer central pouvant lier l’oxygène de manière réversible. L’hème est
synthétisée à partir de la glycine et la succinyl coenzyme A via une série d’étapes impliquant
huit enzymes. Plusieurs gènes codant pour les enzymes impliquées dans la biosynthèse de
l’hème sont des cibles de GATA-1 30,31.
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Globines
GATA-1 a été identifié dans un premier temps pour son interaction avec le promoteur
du gène de la globine ß puis il a été montré qu’il lie plusieurs régions régulatrices des loci des
globines α  et β  11,21,10.  Malgré l’absence de GATA-1 dans les souris GATA-1 nul, les
érythroblastes sont toujours capables de produire de l’hémoglobine suggérant ainsi que
GATA-1 ne joue pas un rôle critique dans la transcription des gènes de la globine 13. Une
possibilité est que GATA-1 soit remplacé par GATA-2 qui est régulé positivement dans les
souris  GATA-1 nul.
L’érythropoïétine et le récepteur à l‘érythropoïétine
Il a été montré que GATA-1 est impliqué dans la régulation positive de la transcription
du gène du REpo 32. Par la suite, il a été démontré que GATA-1 est exprimé avant le REpo
mais que son expression est augmentée par le signal médié par le REpo permettant ainsi une
amplification de la transcription de GATA-1 18 (figure 3). Il semble donc que le REpo ne soit
pas le déterminant primaire de la différenciation érythroïde, à la différence de GATA-1. De
manière surprenante, le REpo est transcrit normalement dans les érythroblastes GATA-1null,
suggérant fortement un rôle de GATA-2 dans l’expression du REpo dans les précurseurs
érythroïdes précoces 13.
Si GATA-1 régule positivement le REpo, GATA-1 régule négativement l’expression de l’Epo.
En effet, GATA-1 se lie au site GATA présent dans le promoteur de ce gène, induisant la
diminution significative du niveau d’expression de l’ARNm de l’Epo 33,34.
Bcl-XL
Bcl-XL appartient à la famille des protéines Bcl-2 qui agissent comme régulateurs
importants de la mort cellulaire. Bcl-XL est une protéine anti-apoptotique, elle empêche la
dépolarisation de la mitochondrie. Outre son rôle anti-apoptotique, Bcl-XL intervient dans la
différenciation érythroïde, elle est impliquée dans la régulation de la synthèse de l’hème  35.
L’expression de Bcl-XL augmente dans la phase tardive de la différenciation
érythroïde (figure 3) et semble être dépendante de la présence d’Epo. GATA-1 joue un rôle
important dans la régulation positive de l’expression du gène de Bcl-XL. Il a été montré dans
des cellules souches embryonnaires que GATA-1 induit fortement Bcl-XL permettant un rôle
anti-apoptotique majeur de GATA-1 au cours de l’érythropoïèse 19. Les souris invalidées pour
Bcl-XL meurent de défauts dans le cerveau et d’anémie sévère et l’invalidation de Bcl-XL 36
dans le lignage hématopoïétique induit une anémie hémolytique sévère37. Bien que ces deux
modèles permettent une production de BFU-E et CFU-E normale, l’apoptose et un défaut de
maturation entraînent l’anémie. Ceci suggère que GATA-1, en coopération avec l’Epo,
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empêche l’apoptose des érythroblastes en cours de différenciation, en permettant l’expression
de protéines anti-apoptotiques  telle que Bcl-XL.
GATA-2
GATA-2 est un régulateur majeur de l’hématopoïèse précoce et il est crucial que son
expression soit régulée négativement pour la différenciation. Le premier indice montrant que
GATA-1 est impliqué dans la régulation du gène GATA-2 est basé sur l’observation que
GATA-2 est régulé positivement en l’absence de GATA-1 13. De plus, il a été montré que
l’expression de GATA-2 est régulée négativement par GATA-1 38,31. En l’absence de GATA-1,
GATA-2 se fixe sur une région en amont de son promoteur, recrute CBP à ce locus, ce qui
permet l’acétylation et l’activation de la transcription de GATA-2. GATA-1 induit la
diminution d’expression de GATA-2 en se fixant sur cette région en amont du promoteur de
GATA-2, empêchant ainsi GATA-2 et CBP de s’y lier 39.
Gènes du cycle
Des mutations de GATA-1 sont associées à la prolifération de précurseurs
hématopoïétiques et l’apparition de leucémie, suggérant un rôle de GATA-1 dans le contrôle
du cycle 40. En effet, GATA-1 intervient dans la régulation de la progression du cycle en G1/S.
Ainsi, GATA-1 inhibe l’expression de cyclin-dependant kinase (Cdk) 6, de la cycline D2 et
induit l’expression d’inhibiteurs de Cdk tels que p18INK4C ou p27Kip1.  GATA-1 permet donc la
différenciation érythroïde mais aussi l’arrêt du cycle nécessaire à la différenciation terminale
31.
2.4      Expression de GATA-1
Le gène GATA-1 contient deux promoteurs distincts identifiés originellement comme
spécifiques du testicule et des cellules érythroïdes. Les deux promoteurs contiennent des sites
GATA nécessaires pour la bonne activité du promoteur, suggérant qu’il existe une boucle de
contrôle positif dans la régulation de GATA-1 41.
GATA-1 est fortement exprimé dans les cellules hématopoïétiques, notamment les
cellules érythroïdes 42, les mastocytes 43, les mégacaryocytes 43,44, les éosinophiles 45 mais aussi
à un bas niveau dans les cellules de Sertoli du testicule de jeunes souris 45bis.
22
2.5      Régulation de l’activité de GATA-1 par modifications post-
traductionnelles
L’activité de GATA-1 in vivo est finement régulée. L’absence de GATA-1 conduit à un arrêt
de maturation et à l’apoptose des progéniteurs érythroïdes 12,13,14,15,16. A l’inverse,
l’augmentation de son activité peut mener à un phénotype tel que la létalité embryonnaire 46.
L’activité de la protéine est régulée notamment par modifications post-traductionnelles de
GATA-1 telles que l’acétylation, la phosphorylation et la sumoylation.
Acétylation
GATA-1 peut être acétylé in vivo et in vitro par l’acétyltransférase P300 47 et la CREB binding
protein (CBP) 48. GATA-1 murin est acétylé sur deux motifs riches en lysines localisés en C-
terminal de chaque doigt de zinc (figures 4 et 5). L’interaction entre GATA-1 et P300/CBP et
par conséquent, l’acétylation du facteur de transcription, stimule son activité
transcriptionnelle 49. Des mutants d’acétylation de GATA-1 ont une capacité de liaison à la
chromatine diminuée 50.  L’acétylation de GATA-1 semble nécessaire pour la différenciation
in vitro de la lignée cellulaire G1E GATA-1nul  puisque des mutants des sites d’acétylation de
GATA-1 altèrent la différenciation érythroïde  48.
Phosphorylation
GATA-1 est phosphorylé constitutivement sur six résidus sérines situés en N-terminal (26, 49,
72, 142, 178, 187) et un septième situé près du domaine de liaison à l’ADN (310) (figure 5)
après l’induction de la différenciation érythroïde 51. Ceci suggère un rôle possible de la
phosphorylation dans la liaison à l’ADN ou dans l’activité transcriptionnelle de la protéine.
Une étude montre que la substitution des sérines en alanines, qui mime une
déphosphorylation, ne révèle aucune conséquence, ni sur la liaison à l’ADN, ni sur l’activité
transcriptionnelle de GATA-1 51 52. D’autres études montrent le contraire. En effet, la
phosphorylation de GATA-1 dans les K562 augmente sa liaison à l’ADN 53. Il a été démontré
que la signalisation de mitogen activated protein kinase (MAPK) via ERK induit la
phosphorylation de GATA-1 en réponse à l’EGF dans la lignée COS 54. Une autre étude a
montré que la phosphorylation de GATA-1 sur la sérine 26 par les MAPK prodigue à GATA-1
son activité anti-apoptotique en régulant positivement l’expression de Bcl-XL 55. D’autre part,
il semble que la stimulation du REpo induise la phosphorylation de GATA-1 sur la sérine 310
par la voie PI3-K/AKT.  La phosphorylation de la S310 augmente l’activité transcriptionnelle
de GATA-1 et semble  importante pour la maturation dépendante d’Epo des progéniteurs
érythroïdes de foie fœtal 56.
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SUMOylation
La sumoylation est une modification réversible qui peut être associée à une répression de la
transcription 57. Le site consensus de sumoylation (I/L/V)KXE est la K137 sur GATA-1
murin (figure 5). Ce motif peut être modifié par sumoylation par l’action de la ligase SUMO
PIASy 58. La signification fonctionnelle de cette modification est encore inconnue.
Figure 5 Représentation schématique de la protéine GATA-1.
Le domaine hautement conservé comprenant le doigt de zinc est représenté en noir, les
régions entre les cystéines chélateur de zinc sont grisées. Le domaine d’activation N-terminal
(aa de 1 à 83) et les sites d’acétylation (A), de phosphorylation (P) ou de sumoylation (S) sont
indiqués par des nombres commençant à la première méthionine de la protéine. (D’après
Ferreira et al, Molecular and Cellular Bioloy, 2005).
2.6      Dégradation de GATA-1 par le protéasome
Le protéasome est impliquée dans la dégradation des facteurs de transcription actifs.
Ceci limite la demi-vie du facteur au promoteur et donc aussi le niveau de transcription.
L’activité mais aussi le niveau d’expression de GATA-1 doivent être régulés pour une
différenciation érythroïde normale 59. Il est probable que la toxicité d’un niveau de GATA-1
élevé soit liée à son activité transcriptionnelle sur les gènes du cycle cellulaire 31.  De plus,
comme GATA-1 auto-régule son propre promoteur, l’activité de GATA-1 doit être finement
régulée afin d’éviter une accumulation continuelle de GATA-1 dans les cellules 41.
Il a été montré que la forme acétylée et ubiquitinée de GATA-1 est dégradée par le
protéasome. Comme l’acétylation entraîne l’activation de GATA-1, mais aussi entraîne son
ubiquitinylation, l’activation et la dégradation de GATA-1 sont intimement liées. De plus,
l’acétylation seule n’est pas suffisante pour la dégradation de GATA-1, la phosphorylation de
la protéine est essentielle pour que la dégradation survienne. Les deux modifications sont
donc nécessaires et la forme active acétylée de GATA-1 peut rester fixée au promoteur
jusqu’à sa dégradation induite par phosphorylation médiée par les MAPK  60.
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2.7      Les mutations de GATA-1 et les maladies humaines
Un nombre de mutations de GATA-1 sont liées à des maladies humaines et dans la
plupart des cas, des mutations qui modifient les interactions moléculaires de GATA-1 ont été
identifiées. Cinq mutations non-sens dans le doigt de zinc N-terminal ont été retrouvées dans
des cas de thrombocytopénie, anémie et thalassémie. Une de ces mutations (R216Q) empêche
la capacité de liaison du doigt de zinc N-terminal à l’ADN résultant en une thrombocytopénie
liée à l’X avec thalassémie (XLTT) 61. Deux mutations, V205M et G208S, rendent la protéine
GATA-1 mutée dans le doigt de zinc N-terminal incapable d’interagir avec FOG 26 induisant
l’anémie et la thrombocytopénie. Une autre mutation dans le doigt de zinc N-terminal (D218)
résulte en un désordre similaire mais sans affecter la liaison de GATA-1 avec FOG ou l’ADN
(figure 6).
Figure 6 Mutations dans le domaine N-terminal de GATA-1 causant des maladies chez
l’homme.
L’atome de zinc est représenté par la sphère orange. Les cystéines chélateur de zinc sont
indiquées en jaune. Les résidus impliqués dans la liaison de GATA-1 avec Fog-1 sont
représentés en vert. Les résidus mutés retrouvés chez les patients sont indiqués ; les mutations
V205M, G208S, D218G et D218Y interfèrent avec la liaison de FOG-1, la mutation R216Q
interfère avec la liaison à l’ADN (rouge). D’après Ferreira mol and cell Biol 2005. (D’après
Ferreira et al, Molecular and Cellular Bioloy, 2005).
Des mutations ont été observées dans d’autres régions de GATA-1. Chez les patients
atteints du syndrome de Down, qui présentent un risque élevé de développer une leucémie
aiguë mégacaryoblastique, des mutations de GATA-1 induisent un codon stop prématuré dans
la séquence codant le domaine de transactivation. Ces mutations restreignent la traduction à
démarrer au M84 produisant ainsi uniquement la forme de GATA-1 courte qui a perdu le
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domaine de transactivation en N-terminal. La capacité de liaison à l’ADN et l’interaction avec
FOG-1 sont maintenues, mais l’activité transcriptionnelle de GATA-1 est diminuée 40. Le
nombre relativement faible de maladies liées à une mutation de GATA-1 est probablement
une indication que la plupart des mutations de la protéine sont létales, ce qui prouve le rôle
central de GATA-1 dans le développement érythroïde.
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3    Rôles des facteurs de croissance au cours de l’érythropoïèse
Le système hématopoïétique assure la production continue de cellules afin de
renouveler les éléments sanguins matures qui répondent à la demande en oxygène
physiologique. La production des érythrocytes représente le plus haut rendement du système
hématopoïétique, avec un taux de production estimé à 2x1011 érythrocytes par jour et ceci,
grâce à un index de prolifération élevé au cours de l’érythropoïèse terminale 13.
L’homéostasie des cellules érythroïdes est contrôlée par des signaux positifs et négatifs
qui régulent la survie, l’expansion et la maturation des progéniteurs et des précurseurs
érythroïdes. Des facteurs intracellulaires et extracellulaires tels que respectivement les
facteurs de transcription et les cytokines jouent un rôle clé dans la régulation de
l’érythropoïèse.
La régulation de l’érythropoïèse passe par l’action conjuguée de différentes cytokines
telles que la thrombopoïétine (TPO), l’interleukine-3 (IL-3), l’interleukine-6 (IL-6),
l’interleukine-8 (IL-8), l’interleukine-9 (IL-9), l’interleukine-11 (IL-11) et le granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) 62. Cependant, aucun de ces facteurs n’est
critique pour le développement érythroïde in vivo. Par contre, le facteur de croissance SCF
favorise la survie et la prolifération des progéniteurs pluripotents et des BFU-Es. A partir du
stade CFU-E, la survie et la prolifération des progéniteurs et des précurseurs érythroïdes sont
principalement sous le contrôle de l’Epo. Dans ce travail, nous nous intéressons
principalement à l’effet du SCF et de l’Epo sur l’érythropoïèse (figure 3).
3.1      Le Stem Cell factor (SCF) et son récepteur c-Kit
Le SCF, aussi connu sous le nom de Kit ligand, facteur de croissance des mastocytes
ou steel factor, est une cytokine hématopoïétique qui se lie à son récepteur c-Kit. Celui-ci est
exprimé dans les progéniteurs hématopoïétiques et son expression est diminuée au cours de la
maturation, sauf pour les mastocytes 62bis. Dans des souris mutantes White spotting et Steel qui
sont respectivement mutées pour le gène c-Kit et SCF, les mutations dans les loci du récepteur
ou de son ligand entraînent une anémie fatale, des défauts de la cellule souche et un déficit en
mastocytes. L’interaction c-Kit/SCF joue donc un rôle essentiel dans le développement des
progéniteurs érythroïdes  puisque les mutants homozygotes meurent d’une anémie sévère au
cours du développement embryonnaire ou après la naissance 63,64.
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Le SCF et le récepteur c-Kit
Le SCF est une cytokine fabriquée par les cellules stromales de la moelle osseuse 65.
La concentration de SCF dans le sérum humain normal est en moyenne de 3,3 ng/ml 66. Le
niveau de SCF dans la circulation n’est pas inversement lié à l’hématocrite 67. Actuellement, il
n'y a aucun argument démontrant l’existence d’une régulation de la production de SCF en
fonction de l'hypoxie tissulaire ou à l'inverse en fonction de l'hyperproduction de globules
rouges. Son expression semble constitutive et il est probable que le taux de SCF disponible
soit dépendant du taux de consommation de SCF par c-Kit  et donc aussi du niveau
d’expression de c-Kit à la surface des précurseurs érythroïdes.
Il existe deux isoformes distinctes de SCF qui résultent du splicing de l’ARNm 68.  Le
SCF existe donc sous une forme soluble et une forme trans-membranaire qui semble
prédominer pour la régulation de l'érythropoïèse puisque les souris n'exprimant que la forme
soluble sont anémiques 64,69,68.  Des études in vitro montrent que la forme trans-membranaire
peut-être un régulateur important de l’activation de c-Kit et permet d’augmenter le temps de
demi-vie du récepteur alors que la forme soluble entraîne l’internalisation rapide et la
dégradation de c-Kit  70.
La signalisation de c-Kit est majeure pour l’érythropoïèse, la lymphopoïèse, le
développement et la fonction des mastocytes, la mégacaryopoïèse, la gamétogenèse et la
mélanogénèse 71. Les cellules souches, dans l’embryon et chez l’adulte, ont la possibilité
unique de choisir entre renouvellement et différenciation pour que les cellules matures
nécessaires à la fonction des organes soient générées et remplacées sans diminuer le pool de
cellules souches de départ. L’origine du terme « stem cell factor » fait référence à son rôle
initial dans la survie, le renouvellement et la différenciation des cellules souches. Le récepteur
c-Kit est exprimé sur la majorité des progéniteurs hématopoïétiques CD34+ 72,73 et son
expression est élevée au cours des stades BFU-E ,CFU-E de la différenciation érythroïde
74,75,72,76. L’expression de c-Kit augmente jusqu’au stade CFU-E et persiste jusqu’au stade
d’érythroblaste basophile puis diminue et disparaît à la surface des érythroblastes
polychromatophiles et orthochromatophiles 77 (figure 3).
En activant c-Kit, le SCF induit des signaux de survie et de prolifération pour les
progéniteurs érythroïdes. En ralentissant la différenciation des érythroblastes les plus matures,
il permet une expansion des progéniteurs les plus immatures ayant les potentiels prolifératifs
les plus importants 78. Cet effet permet le renouvellement des progéniteurs érythroïdes
précoces et des précurseurs avant qu’ils ne perdent la capacité de se diviser. Le SCF agit en
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synergie avec d'autres facteurs pour la prolifération, notamment avec l'IL-3, l'IL-1, l'IL-6 et
l’Epo 79. Outre son effet positif sur la prolifération, le SCF permet la survie des érythroblastes
en présence d’Epo ou lors de l’activation de la voie Fas. Au stade CFU-E, le rôle principal du
SCF est d’empêcher l’apoptose et permettre la prolifération, en synergie avec l’Epo. En effet,
il a été montré que c-Kit interagit avec le REpo 80. De plus, il a été montré que le SCF
empêche l’apoptose induite par Fas des progéniteurs  érythroïdes  81. Le SCF empêche
l’activation des caspases-3 et 8 induites par Fas sans diminuer l’expression de Fas dans les
progéniteurs érythroïdes GPA+ c-Kit+ et ce d’une manière Lck/Yes-related novel tyrosine
kinase (Lyn) dépendante 82.
Plus de 30 mutations gain de fonction de c-Kit ont été identifiées et sont associées à
des tumeurs malignes humaines 83. Les mutations activatrices D816V ou D816Y et D816F
dans le domaine kinase de c-Kit sont associées à une mastocytose humaine et leucémie aigue
myéloïde (LAM). La mutation D816V a aussi été retrouvée dans les cellules mononuclées du
sang périphérique de patients atteints de mastocytose avec un syndrome myélodysplasique
(SMD) associé et dans la plupart des mastocytoses systémiques 84. La plupart des mutations
activatrices dans la région juxtamembranaire de c-Kit (V560G) est associée à une tumeur
gastro-intestinale (GIST pour gastrointestinal stromal tumor) 83. Actuellement, un inhibiteur
de tyrosine kinase le STI-571 ou Gleevec est utilisé pour traiter les patients atteints de GIST
et quelques patients LAM c-Kit positifs. Malheureusement des mutations de c-Kit associées à
une mastocytose sont résistantes au STI-571.
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Voies de signalisations induites par c-Kit
Le SCF agit sur son récepteur c-kit, un membre de la famille des récepteurs à tyrosine
kinase de type III. c-Kit est une glycoprotéine de 145 kDa appelée aussi CD117 85. La
structure du récepteur inclut un domaine extracellulaire avec 5 domaines type Ig, un court
domaine membranaire et un domaine cytoplasmique à activité tyrosine kinase 86 (Figure 7).
Figure 7 Représentation schématique du récepteur c-Kit.
Le site de liaison à l’ATP est situé dans le domaine kinase jouxtant la membrane cellulaire. La
région phosphotransférase est dans le domaine kinase distal de la membrane cellulaire.
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La liaison du SCF sur c-Kit résulte en la dimérisation et l’autophosphorylation du
récepteur sur différents résidus tyrosines cytoplasmiques spécifiques qui deviennent ainsi des
sites de liaison pour les molécules de transduction du signal contenant des domaines SH2 et
les protéines adaptateurs 87: phospholipase C γ (PLCγ) sur la tyrosine 728 88, la sous-unité p85
de la PI3-K sur la tyrosine 719 89, les kinases de la famille Src sur les tyrosines 567/569
90,91,92,93, Grb2 sur la tyrosine 702 et Grb7 sur la tyrosine 934 94.
La régulation négative de la signalisation de c-Kit est médiée par diverses
phosphatases, notamment SHP-1, SHP-2 et SHIP (SH2-containing inositol phosphatase).
SHP-1 interagit avec le récepteur phosphorylé sur la tyrosine 569 et le déphosphoryle 95,96.
SHP-2 interagit avec c-Kit sur la tyrosine 567 97 et influence l’activation de la voie MAPK.
SHIP régule négativement la signalisation de c-Kit lors de la dégranulation des mastocytes 98.
(Figure 8).
Figure 8 Résumé des voies de signalisation activées par c-Kit murin en réponse au SCF.
D’après Manugalavadla et Kapur, Critical Reviews in Oncology/Hematology, 2005).
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Bien que le rôle précis de chacune de ces voies de signalisation activées par c-Kit en
réponse au SCF ne soit pas bien établi, toutes sont impliquées dans la prolifération et la
survie. Il semble que la PI3-K et les kinases de la famille Src jouent un rôle essentiel en
réponse au SCF dans la prolifération et la survie des mastocytes 92. Afin de mieux définir le
rôle de la signalisation induite par c-Kit dans la lignée érythroïde, Wiess et al 99, et Gregory et
al  19, ont décrit la lignée érythroïde G1E-ER2 qui reproduit la dépendance du SCF et de l’Epo
des proérythroblastes pour leur survie, prolifération et différenciation. A l’aide de cette lignée
et de mutants de c-Kit, il a été mis en évidence que l’inactivation d’une des cinq voies
activées par le SCF (PLCγ, PI3-K, Src, Grb2, Grb7) entraîne une diminution significative de
la croissance et la prolifération des cellules érythroïdes. Cependant, l’inactivation de la voie
des Src kinases entraîne le défaut de prolifération le plus sévère 100.
Le mutant de c-Kit qui empêche la liaison et l’activation de la famille des kinases Src
(Y567/569F) entraîne un défaut profond de prolifération des progéniteurs érythroïdes.
Cependant, aucune des souris KO pour la famille des Src ne montre de défaut de la lignée
érythroïde. Ceci peut partiellement s’expliquer par les fonctions redondantes entre les
différents membres de la famille des kinases Src. Par contre, lors de l’anémie induite chez la
souris, la mutation Y567F de c-Kit modifie l’érythropoïèse de stress. En effet, la prolifération
et la survie des progéniteurs érythroïdes sont alors altérées. Il semble que la voie Mek/Erk ne
soit pas affectée mais que les voies AKT et spécialement JNK2/p54 soient atténuées 101. Il
semble donc que la phosphorylation de la Y567 de c-Kit et les voies de signalisation activées
par la suite dans les érythroblastes de la rate soient critiques pour l’érythropoïèse de stress.
D’autre part, les cellules érythroïdes exprimant un mutant de c-Kit qui ne permet pas
la liaison avec la sous-unité p85 de la PI3K (Y719F) ne montre qu’une diminution légère
mais significative de la prolifération et la survie. Ceci peut peut-être s’expliquer par le fait que
la PI3K peut être activée par deux mécanismes distincts en réponse à la stimulation par le
SCF ; par  la liaison directe du domaine SH2 de la sous-unité p85 de la PI3K au résidu
tyrosine 719 phosphorylé du c-Kit ou par le biais de la kinase Src 102. A l’inverse de la Y567
de c-Kit, la Y719 ne semble pas critique pour l’érythropoïèse de stress 101.
Par ailleurs, la voie des MAPK (cRaf/Mek /Erk où Mek est MAPK/Erk kinase) est
activée suite à la liaison du SCF sur c-Kit par la petite GTPase Ras. Une fois activé, Erk
migre dans le noyau où il régule l’expression de gènes en phosphorylant différents facteurs de
transcription. La voie de signalisation des MAPK est impliquée dans la prolifération cellulaire
des progéniteurs hématopoïétiques 103,104, cependant aucun effet sur la prolifération par les
MAPK n’a été démontré dans les progéniteurs érythroïdes en réponse au SCF.
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3.2      L’érythropoïétine (Epo) et son récepteur REpo
L’Epo, glycoprotéine rénale, est donc le régulateur majeur de la production de
globules rouges et délivre les signaux essentiels de croissance, survie et différenciation aux
progéniteurs et précurseurs érythroïdes. Les souris invalidées pour le REpo ou l’Epo
présentent une létalité embryonnaire d’anémie liée à un défaut de développement érythroïde
au stade CFU-E 105. L’Epo n’est pas nécessaire au stade précoce de l’érythropoïèse, incluant le
stade BFU-E et l’administration in vivo d’Epo a peu d’influence sur le nombre de BFU-Es.
Par contre, l’administration d’Epo augmente fortement le nombre de CFU-Es et de
précurseurs érythroïdes jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles, principalement en évitant
leur apoptose et à un moindre degré en augmentant leur prolifération. Il ne semble pas que le
récepteur de l’Epo puisse envoyer des signaux spécifiques de différenciation.
Les progéniteurs et précurseurs érythroïdes présentent des sensibilités différentes à
l’Epo qui correspondent à la gamme de concentration d’Epo sérique à l’état normal et
anémique. En cas de besoins accrus (hypoxie au cours du développement embryonnaire,
hémorragie), la concentration d’Epo synthétisée par le rein augmente et induit la survie de la
majorité des progéniteurs CFU-Es, permettant la formation d’un grand nombre d’érythrocytes
et une réponse rapide aux modifications de l’environnement 106. A de faibles concentrations
d’Epo, seuls les progéniteurs et précurseurs hypersensibles vont survivre. C’est pourquoi, la
régulation de l’apoptose  des progéniteurs pendant le stade de dépendance à l’Epo explique le
contrôle rapide mais finement régulé de la population d’érythrocytes en réponse à l’hypoxie,
l’hyperoxie et l’anémie, sans effet de l’Epo sur la prolifération et la différenciation. Dans ce
modèle, la concentration en Epo module le taux d’apoptose des progéniteurs et précurseurs
érythroïdes.
Depuis que le gène de l’Epo a été cloné 107, l’Epo recombinante humaine est utilisée
massivement pour traiter diverses formes d’anémies, premièrement chez des patients
souffrant d’insuffisance rénale. Malheureusement, l’Epo est aussi une « drogue de choix »
pour les athlètes d’endurance qui parfois, meurent avec un hématocrite extrêmement élevé lié
à un surdosage d’Epo 108.
L’Epo exerce son effet en stimulant le récepteur à haute affinité REpo dont
l’expression d’approximativement 1000 récepteurs est maximale au stade CFU-E et
érythroblaste orthochromatique  109,110 (figure 3). Le REpo est exprimé sur les progéniteurs
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érythroïdes de la moelle osseuse mais aussi dans divers tissus non hématopoïétiques tels que
les myocytes, les neurones corticaux et les épithélium prostatiques, du sein et des ovaires. Les
souris invalidées pour le REpo ont une diminution du nombre de progéniteurs neuronaux et
montrent une sensibilité accrue à l’hypoxie. Les cardiomyocytes de ces souris ne répondent
pas à la stimulation à l’Epo et montrent une hypoplasie du myocarde 111.  La létalité
embryonnaire de ces souris peut être corrigée par l'introduction d’un transgène du REpo qui
permet son expression exclusive dans la lignée hématopoïétique 112. Malgré le manque
d’expression du REpo dans les tissus non-hématopoïétiques, ces souris invalidées pour le
REpo sont normales, ce qui attribue la létalité embryonnaire uniquement à la fonction
hématopoïétique de l’Epo.
Le REpo appartient à la famille de récepteur de cytokine de type I, caractérisée par un
domaine transmembranaire unique et un domaine cytoplasmique sans domaine kinase 113. Le
REpo existe déjà à l’état dimérique lorsqu’il n’est pas lié à son ligand. Lors de la fixation de
l’Epo, le récepteur subit un changement conformationnel qui permet la transphosphorylation
et l’activation de la tyrosine kinase cytoplasmique, Janus kinase 2 (JAK2) 114. JAK2 est
absolument nécessaire pour l’activation du REpo et des souris invalidées pour JAK2 ont un
phénotype presque identique aux souris invalidées pour REpo, avec une létalité embryonnaire
115,116.
JAK2 activée par sa phosphorylation sur la Y1007 stimule ensuite deux voies de signalisation
distinctes. D’abord, il existe la voie « JAK2 only » décrite ci-dessous. D’autre part, JAK2
induit la phosphorylation de 8 résidus tyrosine dans le domaine cytoplasmique du REpo,
devenant ainsi des sites de fixation pour les molécules de signalisation contenant des
domaines SH2 tels que STAT5a/b, SHP1, SHP2, SHIP, p85a, Grb2, Lyn et les régulateurs
négatifs de la signalisation (SOCS) (figure 9). Les rôles respectifs physiologiques de cascades
de signalisation initiées par la phosphorylation du REpo dans la régulation de l’érythropoïèse
normale et de « stress » restent à élucider. Cependant, la plupart des travaux montrent que
certaines voies semblent avoir un rôle majeur, parmi lesquelles les voies de  signal transducer
and activator of transcription 5 (STAT5), Ras/mitogen-activated protein kinase (MAPK) et
PI3-K/Akt, ainsi que la tyrosine kinase Lyn, de la famille des kinases Src. D’autres molécules
de signalisation liant le récepteur à l’Epo ont été identifiées, dont les tyrosines kinases Syk,
Tec, PLC-γ, les protéines adaptateurs Shc, Cbl, Crkl, IRS-2 et Gab 1/2 et les facteurs
d’échange nucléiques Sos et Vav.
Des mutations du REpo sont associées à la Polyglobulie, l’érythrocytose et
l’érythroleucémie 116bis,117,118.
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Figure 9 Voies de signalisation induites par le REpo en réponse à l’Epo.
 L’activation de JAK2 associé au REpo par transphosphorylation induit l’activation du REpo
par la phosphorylation via JAK2. JAK2 activé et Lyn coopèrent pour la phosphorylation de
STAT5 induisant l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL. Les voies de
signalisation Ras/Raf/MAPK et PI3K/AKT sont aussi activées. Les phosphatases CD45 et
SOCS inhibent JAK2, la phosphatase Shp-1 inhibe la phosphorylation du REpo et SHIP
inhibe la voie PI3K/AKT. (Adapté de Richmond et al, Trends in Cell Biology, 2005).
Voies de signalisations induites par Repo
La voie JAK2 only
Afin de discriminer les voies de signalisation induites par la voie JAK2/STAT5 des
autres voies induites par le REpo, deux mutants du REpo ont été construits; le REpo HM,
tronqué dans son domaine carboxy-terminal et déficient pour les 8 tyrosines cibles de
phosphorylation et le REpo H qui est tronqué de la même manière mais dont la Y343
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permettant la liaison de STAT5 au REpo est restaurée 118bis. Le REpo HM est capable de
soutenir une érythropoïèse basale chez la souris, générant des érythroblastes qui ont toutefois
des capacités de survie et de prolifération réduites. Ce récepteur transmet alors un signal
indépendant de STAT, d’AKT et JNK mais dépendant de JAK2 et de la voie Erk qui est dans
ce cas hyper stimulée. Il est donc possible que ce récepteur tronqué utilise d’autres voies de
signalisation qu’il reste à identifier 118ter. Par analyse transcriptionnelle d’érythroblastes de
souris exprimant le REpo H ou REpo HM, il a été montré que l’axe « JAK2 only » induit la
diminution d’expression de molécules pro-apoptotiques telles que Bim, foxo3A et Trb2 136
(figure 10).
Figure 10 L’axe « JAK2 only »
L’axe « JAK2 only » inhibe l’expression de Trb2, Foxo3a et Bim. En parallèle, l’axe
JAK2/PY343/STAT5 induit l’expression de Pim1, Pim3 et l’Epo permet l’induction S3G,
Trb3, Irs2, Cyclin D2 et inhibe la Cycline G2 ainsi que Bcl6. (Daprès Sathyanarayana et al,
Blood, 2008).
La voie Jak2/STAT5
La stimulation par l’Epo induit la phosphorylation de JAK2 qui est temps et dose
dépendante 114. Toutes les kinases JAK ont sept domaines uniques appelés JAK-homology
(JH) domaines (figure 11). Un domaine tyrosine kinase actif (JH1) et un domaine
pseudokinase (JH2) qui peut jouer un rôle de régulation négative, sont situés en C-terminal 119.
Toutes les kinases JAK contiennent un motif di-tyrosine dans la boucle d’activation. Plusieurs
tyrosines de JAK2 ont un rôle dans sa régulation enzymatique et son activité de
36
phosphorylation de substrats. Ainsi, la Y1007 est nécessaire pour son activité tyrosine kinase
120. La phosphorylation de Y221 régule positivement JAK2 alors que la phosphorylation de
Y570 diminue son activité kinase. JAK2 phosphoryle préférentiellement les substrats ayant
un motif consensus Yxx(L/I/V) 121,122.
Figure 11 Représentation schématique de la protéine JAK2
Les sept domaines de JAK2 sont indiqués. Le domaine JH1 a une fonction de domaine kinase,
le domaine JH2 a une fonction de domaine pseudokinase. Les résidus tyrosines  (Y221 Y570,
Y1007 et Y1008) impliqués dans la régulation de l’activité de JAK2 sont indiqués. (Daprès
Richmond et al, Trends in Cell Biology, 2005).
Bien que JAK2 phosphoryle STAT1 123 et STAT3 124 qui peuvent jouer un rôle dans
l’érythropoïèse de stress, les cibles principales de JAK2 pour l’érythropoïèse basale sont les
isoformes STAT5a et STAT5b  125,109,126. STAT5a et STAT5b  sont deux isoformes de STAT5
qui partagent 90% d’homologies et font partie des sept membres de la famille des STAT
caractérisée par leur double rôle de transduction du signal et de facteur de transcription. Ces
protéines sont latentes dans le cytoplasme et peuvent, via un domaine SH2, se fixer sur la
tyrosine Y343 phosphorylée du REpo ce qui induit leur phosphorylation, leur
homodimérisation et l’activation des STAT5. Les homodimères activés de STAT5 migrent
dans le noyau pour se lier à l’ADN et promouvoir l’activité des gènes de survie, prolifération
et différenciation (figures 9 et 10).
Il semble que la voie STAT5 ne soit pas essentielle pour l’érythropoïèse basale car les
souris déficientes pour STAT5a et b sont viables 127,128. Cependant, il a été montré que ces
souris souffrent d’une anémie foetale et une augmentation de l’apoptose des érythroblastes
liés à un défaut d’expression de Bcl-XL 129,130,128. De plus, les progéniteurs érythroïdes des
souris REpo HM montrent un retard de la différenciation érythroïde et une augmentation de
l’apoptose 131  et l’expression constitutive de STAT5a hyperactif dans des érythroblastes de
foie fœtal est suffisante pour rétablir le défaut de prolifération des érythroblastes de souris
déficientes pour JAK2 ou le REpo  en induisant le renouvellement et la différenciation des
progéniteurs en l’absence d’Epo 132. Le rôle anti-apoptotique de STAT5 dans la  signalisation
du REpo est probablement médié, en partie, par son induction directe de Bcl-XL dans les
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cellules érythroïdes 129. La région promotrice de Bcl-XL contient des sites de fixation pour
STAT5 133 et GATA-1 134 qui peuvent agir de manière synergique pour réguler positivement
son activité 129. L’expression exogène de Bcl-XL humain induit une différenciation
indépendante d’Epo dans des érythroblastes sauvages murins, indiquant que l’expression de
Bcl-XL peut à elle seule permettre la différenciation érythroïde sans l’activation d’autres voies
de signalisation 135. L’effet anti-apoptotique de STAT5 est médié par Bcl-XL, mais aussi par la
stimulation de molécules anti-apoptotiques telles que les sérine/thréonine kinases Pim1et
Pim3, Irs2, serphin-3G et la pseudokinase Trb3 136 (figure 10).  Des études sur des souris
déficientes pour STAT5a/b confirment ce rôle de STAT5 dans l’érythropoïèse de stress chez la
souris adulte. En effet, les progéniteurs érythroïdes déficients pour STAT5a/b montrent un
niveau d’apoptose élevé et sont moins sensibles à l’Epo 129. Les souris qui expriment le REpo
HM souffrent d’anémie sévère et persistante alors que l’expression du REpo H rétabli
l’expansion des érythroblastes et l’induction de Pim1 via STAT5 lors de l’érythropoïèse de
stress 137.
L’introduction d’une forme dominante négative de STAT5 dans des progéniteurs
érythroïdes adultes induit l’arrêt de prolifération et l’apoptose des cellules érythroïdes 138. En
effet, outre  son effet sur la survie, l’Epo a un rôle direct sur la prolifération en induisant des
facteurs de progression de cycle cellulaire tels que nuclear protein 1 (Nupr1), G1 to S phase
transition 1 (Gspt1), early growth response 1 (Egr1), Ngfi-A binding protein 2 (Nab2) et la
cycline D2 et aussi en inhibant les inhibiteurs du cycle tels que inhibitory cyclin G2,
p27/Cdkn1b et B-cell leukemia/lymphoma 6 (Bcl6). L’effet répressif sur la cycline G2 et Bcl6
et l’effet inducteur sur la cycline D2 sont dépendants de la tyrosine 343 (et STAT5) du REpo
139 (figure 10).
Les voies Lyn et Src
Lyn et Src font partie de la famille des Src kinases qui compte huit membres. La
protéine c-Src est ubiquitaire bien que son niveau d’expression soit plus élevé dans les
plaquettes, les neurones, et les ostéoclastes 140. Lyn est exprimée dans les neurones, les
lymphocytes B et principalement dans les cellules hématopoïétiques myéloïdes
(macrophages, monocytes et plaquettes) 141, 141bis et aussi dans les érythrocytes où Lyn est
impliquée dans la transduction du signal du REpo 142,143,144. La protéine Lyn comprend deux
isoformes, p53Lyn et p56Lyn, résultant d’un épissage alternatif 145. Lyn possède deux
tyrosines régulatrices de son activité. En effet, Lyn oscille entre une conformation inactive,
due à la phosphorylation du résidu Y508 C-terminal et une conformation ouverte active
caractérisée par l’autophosphorylation de la Y397 dans le domaine catalytique (avec au
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préalable l’intervention de la phosphatase CD45 qui déphosphoryle le résidu Y508) 141bis.
Des études ont montré que Src et Lyn sont activées par le REpo et sont importantes en
tant que kinase secondaire pour la signalisation de REpo. La plupart des études chez la souris
montrent un rôle de la kinase Lyn dans la différenciation érythroïde 146,147,148,149 alors qu’il
s’agit plus souvent de la kinase Src chez l’homme 150,151,152. Cependant, une étude montre que
Lyn est aussi impliquée dans la maturation érythroïde chez l’homme 153.
L’altération de Lyn entraîne des effets majeurs sur la différenciation érythroïde. En
effet, la lignée murine J2E-NR déficiente pour Lyn  montre un défaut de différenciation en
réponse à l’Epo 146, et l’expression de GATA-1, EKLF et STAT5a est diminuée dans cette
lignée 147. De la même manière, les érythroblastes de souris déficientes pour Lyn n’expriment
pas GATA-1, EKLF et l’expression de STAT5a /b est diminuée et l’érythropoïèse de stress est
fonctionnelle puisque les BFU-Es et CFU-Es augmentent dans la rate  147. L’inactivation
sélective de Lyn et pas de JAK2 dans des érythroblastes humains entraîne l’arrêt de
maturation au stade d’érythroblaste basophile 153. Il semble que les Src kinases soient
impliquées dans l’activation de STAT5. En effet, dans des lignées hématopoïétiques
dépendantes de l’Epo, Lyn s’associe au REpo sur les tyrosines phosphorylées 464 et 479 du
récepteur et induit la phosphorylation sur  la tyrosine 694 de STAT5, induisant son activité
transcriptionnelle 154 (figure 9).  Dans la lignée érythroleucémique humaine K562 et dans
d’autres lignées hématopoïétiques dépendantes de l’Epo, Src est aussi impliquée dans la
phosphorylation de STAT5 suite à la stimulation par l’Epo 150. D’autre part, dans la lignée,
K562, l’inhibition de l’expression de Src induit la diminution de la maturation de K562 sous
Epo 151. Des études dans la lignée FDC-P1 transfectée avec le REpo suggèrent un rôle de Lyn
dans l’activation de la PI3-K induite par l’Epo 155. Le rôle de Src dans la différenciation des
K562 sous Epo semble lié à la capacité de Src d’activer la PI3-K via la liaison de la PI3-K au
REpo phosphorylé par Src 152. Cependant, une augmentation du niveau de phosphorylation
d’AKT est observée dans les érythroblastes de souris Lyn-/-, les auteurs suggèrent que ce
mécanisme pourrait être le reflet de la mise en place d’une réponse compensatoire aux défaut
de croissance et de survie 148.
Outre son effet sur la différenciation, Lyn a également un rôle prolifératif. Lyn permet
la prolifération des progéniteurs précoces KitposCD71high, puis à un stade plus tardif, permet la
survie et la maturation des érythroblastes Ter119pos, probablement via Bcl-XL 148. Récemment,
il a été montré que la surexpression de Lyn dans des cellules de souris transgéniques spi-1,
permettant la prolifération de CFU-E arrêtés dans la différenciation, induit la diminution
d’expression de c-Kit 149. Cette étude souligne le rôle double de Lyn comme effecteur positif
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de Lyn dans la signalisation de l’Epo et comme effecteur négatif dans la signalisation du SCF.
La voie PI3-K/AKT
L’Epo stimule la survie cellulaire et la prolifération par l’activation de la PI3-K
constituée de la sous-unité régulatrice p85 et de la sous-unité catalytique p110 (figure 9). La
sous-unité p85 est directement recrutée par le REpo phosphorylé sur tyrosines, et aussi
indirectement par l’interaction avec un membre de la famille des petites GTPases telle que
Ras. La seconde étape consiste en la génération de 3’-phopshorylated inositol lipid (PIP3) qui
lie la sérine/thréonine kinase PKB/AKT entraînant son activation. L’activation de la PI3-K est
nécessaire, mais pas suffisante, pour la protection contre l’apoptose 156. Les souris qui
n’expriment pas la sous-unité p85 de la PI3-K montrent une diminution du nombre de
précurseurs BFU-Es et CFU-Es 157 (figure 12).
PKB/AKT activé va induire des effets anti-apoptotiques en phosphorylant des
composants de la machinerie de l’apoptose comme le facteur de transcription forkhead box
O3A (Foxo3a) ou FKHR-L1 qui est majeur pour l’érythropoïèse 158,159. L’activité
transcriptionnelle de FKHR-L1 est inhibée par phosphorylation résultant en sa rétention
cytoplasmique par les protéines 14-3-3. Les souris déficientes pour foxo3a souffrent d’une
anémie régénérative, indiquant un rôle de FKHR-L1 dans la régulation de la différenciation
érythroïde 159. Les cibles de FKHR-L1 sont : B cell translocation gene 1 (BTG1) qui a un rôle
anti-prolifératif 160; l’inhibiteur du cycle cellulaire p27KIP1 161; les gènes apoptotiques tels que
FasL et Bim 162. La voie PKB/AKT permet aussi la survie par la phosphorylation et
l’inactivation de la protéine pro-apoptotique Bad et la maintenance de l’intégrité de la
membrane mitochondriale; l’augmentation de la transcription de gènes de survie par
l’activation des facteurs de transcription NF-kB et CREB 163,164,165. De plus, la voie PKB/AKT
est impliquée dans la régulation positive de l’expression de la survivine (un membre de la
famille des protéines inhibiteurs d’apoptose (IAP)) 166. Une autre cible de la voie PKB/AKT
est la sérine/thréonine kinase glycogen synthetase kinase-3 (GSK3), impliquée dans le
métabolisme du glycogène et dans la régulation de l’apoptose des progéniteurs érythoïdes
humains primaires. L’activité de GSK3 est inhibée par l’Epo et aussi le SCF et son inhibition
par un inhibiteur chimique protège les progéniteurs érythroïdes de l’apoptose induite par la
privation en Epo 167  (figure 12).
Bien que le mécanisme d’action ne soit pas encore bien connu, la voie PI3-K/AKT
semble être impliquée dans la différenciation érythroïde. En effet, l’inhibition de cette voie
dans une culture de CD34+ cultivées en présence d’Epo et de SCF diminue l’apparition de
cellules GPA positives 168. L’expression d’AKT activé permet la différenciation érythroïde de
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progéniteurs de foie fœtal sauvages ou déficients pour JAK2 169. Cet effet de la voie la PI3-
K/AKT sur la différenciation érythroïde est probablement en partie lié à la phosphorylation de
la sérine 310 de GATA-1 par AKT, ce qui augmente  son activité transcriptionnelle 56 (figure
12).
Figure 12 Représentation schématique de la voie de transduction PI3-K/AKT
L’activation de la PI3-K résulte en la phosphorylation de PKB/AKT. La phosphorylation par
PKB/AKT de foxo3a diminue son activité transcriptionnelle ; la phosphorylation de Bad et
GSK3 les inactive , la phosphorylation de GATA-1 et NFB augmente leur activité
transcriptionnelle. La voie PKB/AKT permet l’expression de la survivine.
La voie des MAPK
L’Epo active la voie Ras, soit directement par la protéine adaptateur cytoplasmique
Grb2 qui se lie directement à la tyrosine 464 du REpo, soit indirectement, via la tyrosine
phosphatase SHP2 170,171 ou SHC/SHIP-1 172 (figure 9).  Ces mécanismes entraînent la
translocation de SOS, un facteur d’échange, vers Ras, ce qui induit son activation.
L’activation de Ras est essentielle pour la différenciation, la prolifération et la survie des
progéniteurs érythroïdes in vitro. Chez les mammifères, il existe 3 protéines homologues de
Ras, H-Ras, N-Ras et K-Ras. Au cours de l’érythropoïèse, seule K-Ras est essentielle pour la
différenciation des progéniteurs érythroïdes jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles et pour
la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques 173. L’activation de Ras induit l’activation
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de Raf-1 et finalement des MAP kinases et de gènes précoces tels que c-fos, c-myc, c-jun.
L’Epo induit l’activité catalytique de plusieurs MAP kinases dont Erk1/2
(extracellular-regulated kinases 1/2) 174, SAP kinase (SAPK)/Jun kinase (Jnk) et p38. Erk1/2
participerait à la mitogénèse alors que le rôle de SAPK/JNK et p38 est plus complexe et serait
décrit initialement dans la réponse au stress.
La voie de signalisation d’Erk1/2 est impliquée dans les phases de prolifération
précoces de l’érythropoïèse et dans l’inhibition de la différenciation terminale
érythroblastique permettant ainsi l’expansion des progéniteurs 175.
JNK est une sérine/thréonine kinase qui phosphoryle le facteur de transcription c-Jun
et induit son activité transcriptionnelle au sein du complexe activator protein-1 (AP1). AP1
est impliqué dans le cycle cellulaire et dans la régulation positive et négative de l’apoptose.
Le complexe AP1, particulièrement celui contenant Jun-B, est impliqué dans l’apoptose
induite par la privation en facteur de croissance. Au contraire, le complexe AP1 contenant c-
Jun activé est impliqué dans la répression de l’apoptose dans les cellules dépendantes de
facteurs de croissance et l’induction de c-Jun retarde l’apoptose induite dans les cellules
érythroïdes. L’activité de JNK semble jouer un rôle majeur dans la régulation de la
prolifération des cellules érythroïdes immatures primaires ou issues de lignées, mais n’est pas
nécessaire pour la survie ou la prolifération des CFU-Es et des proérythroblastes 176.
Les souris invalidées pour p38 souffrent d’une anémie fœtale fatale. Ce phénotype est
lié à un défaut de régulation post-traductionnelle de l’ARNm de l’Epo 177. p38 ne semble pas
jouer de rôle dans la régulation de l’apoptose induite par la privation en Epo dans la lignée
HCD57 178. Cependant, la voie de signalisation p38/MAPK semble jouer un rôle critique dans
la différenciation, notamment lors de la différenciation induite par le butyrate de la lignée
K562 179 ou lors de la différenciation sous Epo des cellules murines érythroleucémiques SKT6
180 et des érythroblastes primaires. L’activation de p38 par phosphorylation est augmentée au
cours de la différenciation érythroïde terminale humaine et est accompagnée de
l’augmentation de la phosphorylation d’Hsp27  181.
Bruton tyrosine kinase
La Bruton tyrosine kinase (Btk) a récemment été décrite comme jouant un rôle dans
l’érythropoïèse. Cette protéine, qui fait partie de la famille des tyrosines kinases
cytoplasmiques Tec, est classiquement étudiée dans la lignée lymphocytaire B où elle joue un
rôle dans la sensibilité à l’apoptose 182. En effet, les patients ayant un déficit ou une mutation
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de Btk présentent une agammaglobulie liée à l’X causée par un blocage dans le
développement des cellules B 183. Btk a été classiquement décrit comme en étant en aval de la
voie de la PI3-K. C’est pourquoi son rôle a été étudié dans l’érythropoïèse notamment dans le
cadre de la signalisation de c-Kit 184. Il a par la suite été montré que Btk s’associe avec le
REpo et JAK2 et qu’elle peut être phosphorylée par JAK2 185. Les patients déficients pour Btk
et les souris Btk-/- ne présentent pas de défaut d’érythropoïèse basale. Cependant, il a été
montré dans ces souris KO, que les progéniteurs érythroblastiques ont une croissance limitée
en condition sous-optimale d’Epo et de SCF et présentent une diminution de phosphorylation
du R-Epo et de JAK2 185. L’équipe de Von Lindern propose un modèle dans lequel Btk a une
action différente selon sa phosphorylation en aval du R-Epo ou de c-Kit. En effet, le SCF
induirait la phosphorylation de Btk qui s’associerait avec le récepteur TRAIL protégeant ainsi
les progéniteurs érythroïdes de l’effet antiprolifératif de TRAIL. Par contre, la stimulation par
l’Epo permettrait l’amplification des voies de signalisation de l’Epo dont STAT5 et PLC 185,186.
Phosphatases et kinases impliquées dans la régulation négative de la signalisation du
REpo
La phosphorylation du récepteur de l’Epo est transitoire et revient à un état basal en
environ 30 minutes. Le REpo est en effet rapidement déphosphorylé par plusieurs systèmes
impliquant des tyrosine phosphatases qui modulent l’activité de JAK2: cluster differentiation
45 (CD45) et la protein tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B) 187 et la phosphatase à domaine
SH2  Shp-1 (figure 9). Les progéniteurs érythroïdes de souris déficientes pour Shp-1 sont
hypersensibles à l’Epo ou ont une croissance indépendante à l’Epo 188. Shp-1 se lie par son
domaine SH2 au REpo phosphorylé sur les tyrosines 429 et 431 et inhibe l’activation de
JAK2 en le déphosphorylant 189. L’inactivation de Lyn est médiée par la phosphatase
transmembranaire CD45 153.
Une autre famille de protéines impliquées dans l’extinction du signal du REpo est
celle des suppressors of cytokine signalling (SOCS) : SOCS1, CIS (cytokine-induced SH2
containing protein) et SOCS3. Ces protéines sont activées par les STAT suite à la stimulation
par l’Epo 190,191.  SOCS1 et 3 inhibent la phosphorylation du REpo et l’activation de STAT5
en inhibant l’activité de JAK2, CIS initie la dégradation protéasomale du REpo  192.
Parmi les phosphatases, on peut également citer les phosphatases d’inositols telle que
SHIP-1 (SH2-inositol phosphatase) qui se fixent directement au récepteur 172 et
déphosphoryle Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) 193. Les souris
déficientes pour SHIP-1 ont une diminution du nombre de BFU-Es, CFU-Es dans la moelle
194.
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Récemment, le rôle dans la régulation négative de l’érythropoïèse de stress de deux
kinases DIRK3 et DAPK2, phosphorylées et activées en réponse à l’Epo, a pu être mis en
évidence. L’invalidation du gène DIRK3 accroît de façon importante la production de
réticulocytes et protège de l’anémie 195. La kinase DAPK2 est exprimée tardivement au cours
de la maturation et pourrait exercer une fonction pro-apoptotique sur les érythroblastes 196.
3.3      Coopération entre le SCF et Epo.
Bien que le SCF induise la prolifération et la survie des progéniteurs érythroïdes, son
effet est fortement amplifié en combinaison avec l’Epo. En effet, il existe une interaction
physique entre  c-Kit et REpo via la région cytoplasmique box2 du REpo 80. De plus, la
stimulation de progéniteurs érythroïdes de la lignée HCD-57 (une lignée érythroleucémique
dépendante de l’Epo et qui exprime fortement c-Kit) avec le SCF seul permet la prolifération,
la survie et induit la phosphorylation du REpo 80,197,198. Le SCF permet la prolifération de la
lignée 32D uniquement si ces cellules co-expriment c-Kit et REpo 80,199. En outre, dans les
cellules de foie fœtal invalidées pour le REpo, l’expression de mutants de REpo permet la
formation de CFU-Es uniquement si les voies du REpo et de c-Kit sont stimulées 199. Une
autre étude dans la lignée UT7  a montré que l’Epo induit la phosphorylation sur tyrosine de
c-Kit 200.
Il apparaît que les résidus tyrosines 567 et 569 de c-Kit jouent un rôle essentiel dans la
régulation de la phosphorylation du REpo et dans la synergie entre c-Kit et REpo des cellules
érythroïdes (Tan JBC 2003 ; Hong cellular signalling 08). En effet, lorsque c-Kit est muté
pour ces deux tyrosines, l’activation des Src est abolie et c-Kit ne coopèrent pas avec le REpo
pour permettre la survie et la prolifération de progéniteurs de lignées ou de CFU-E primaires
en réponse à la co-stimulation de c-Kit et du REpo 100,202. La restauration des résidus 567 et
569 en tyrosines de c-Kit muté pour les sept résidus tyrosines impliqués dans la signalisation,
permet de retrouver la synergie entre c-Kit et le REpo 100,201,202.
Des mutants de c-Kit ne permettant pas l’activation de la PI3-K (Y719F), PLC-
(Y728F), Grb2 (Y702F) ou Grb7 (Y934F) ont un effet moindre sur la diminution de la
prolifération et la survie des progéniteurs suite à la co-stimulation de c-Kit et du REpo 100.
Dans une population homogène de proérythroblastes primaires humains dont la survie  et la
prolifération dépendent de l’effet combiné du traitement du SCF et de l’Epo, il a été montré
que la phosphorylation d’AKT est observée suite au traitement par le SCF et non par l’Epo et
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que l’inhibition de la voie PI3-K induit la diminution de la prolifération des proérythroblastes
stimulés par l’Epo et le SCF 203. Ce résultat est surprenant puisqu’il est connu que l’Epo active
aussi la voie PI3-K/AKT. En effet, l’inhibition de la voie PI3-K par l’inhibiteur chimique
LY294002 supprime fortement l’érythropoïèse induite par l’Epo seule ou l’action combinée
de l’Epo et du SCF en diminuant la survie, bloquant les proérythroblastes en G0/G1 et
diminuant le nombre de cellules GPA positives 168.
Bien que le SCF induise la phosphorylation du REpo dans les cellules érythroïdes
primaires humaines, ce n’est pas suffisant pour transmettre le signal par le REpo pour
permettre la survie et la prolifération 175. En effet, le SCF et l’Epo activent de manière
synergique la voie MAPK (ERK1/2) qui pourrait permettre la survie et la croissance  en
réponse à la co-stimulation par le SCF et l’Epo. De plus, l’inhibition des voies de
signalisation MAPK et  PI3-K inhibe l’action synergique des MAPK et la croissance
érythroïde 175,203. Il semble que le SCF induise les MAPK par une voie différente de l’Epo
puisque les MAPK induites par l’Epo mais pas par le SCF sont inhibées par la wortmannin 175.
Dans les cellules G1E-ER2 (dérivées de cellules souches embryonnaires invalidées
pour GATA-1, exprimant seulement les gènes érythroïdes et qui prolifèrent à un stade arrêté
de leur différenciation) il a été montré que la stimulation de c-Kit par le SCF joue un rôle
essentiel dans l’expression du REpo et de STAT5, induisant ainsi l’augmentation de
l’expression de Bcl-XL et la survie des progéniteurs érythroïdes. Par contre, l’activation de
STAT5 est dépendante du REpo uniquement et pas de c-Kit 204. De même, dans la lignée
érythroleucémique HCD-57 197 et dans les précurseurs érythroïdes primaires humains 203, la
phosphorylation et l’activation de STAT5 est médiée par l’Epo mais pas par le SCF. Dans les
cellules HML/SE il a été montré que l’ARNm de l’Epo augmente en réponse à la stimulation
par le SCF 205.
Il existe donc différents mécanismes de synergie entre c-Kit et le REpo dans la
régulation normale de l’érythropoïèse avec un rôle majeur des Src, de la voie PI3-K/AKT, des
MAPK (ERK1/2) et de STAT5 (figure 13).
La phosphorylation des tyrosines du REpo n’intervient pas dans la co-signalisation
entre le REpo et c-Kit. En effet, des études utilisant un REpo tronqué de toutes ces tyrosines
et muté pour la Y343, suggèrent que la queue cytoplasmique du REpo n’est pas impliquée
dans la contribution de l’effet synergique entre c-Kit et le REpo, puisque ce REpo tronqué et
muté pour la Y343 permet une synergie avec c-Kit quasi comparable à celle du REpo sauvage
206,201,202.
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Figure 13 Schéma représentant le coopération entre c-Kit et REpo pour la prolifération
des proérythroblastes en réponse au SCF et à l’Epo.
L’Epo induit l’activation de la voie JAK2/STAT5 et le SCF de la voie des Src kinases. Les
voies des MAPK et PI3-K/AKT sont activées en réponse aux deux facteurs de croissance.
L’inhibition d’une de ces voies de signalisation résulte en la suppression de la coopération
pour la prolifération des proérythroblastes en réponse au SCF et à l’Epo. (Adapté de Murat et
al, British Journal of Haematology, 2005).
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4    Régulation négative de l’érythropoïèse par l’apoptose
Bien que la production quotidienne d’érythrocytes soit finement régulée, la perte de
sang due à un saignement ou l’hémolyse requiert une augmentation de la production
d’érythrocytes rapide. Afin d’éviter une polyglobulie, le nombre d’érythrocytes produits est
régulé négativement, notamment par l’apoptose. Celle-ci peut être induite par deux voies :
-la voie intrinsèque, aussi appelée voie mitochondriale, activée lors de la diminution taux
d’Epo circulant qui induit la baisse de Bcl-XL.
-la voie extrinsèque, activée lors de la production élevée d’érythroblastes matures qui
expriment FasL et activent la voie Fas des érythroblastes immatures.
4.1      Activation de la voie intrinsèque de l’apoptose par la diminution du
taux d’Epo
L’Epo est le facteur régulateur principal de l’érythropoïèse. L’Epo est produite
majoritairement par le rein et va agir au niveau de la moelle osseuse pour stimuler la
production de globules rouges 207. La production de globules rouges va amener de l’oxygène
dans les cellules rénales qui vont alors diminuer leur synthèse d’Epo ce qui aura pour
conséquence la diminution en retour de la production de globules rouges. Il existe donc à ce
niveau une véritable régulation endocrine, le rein étant la « glande » productrice et la moelle
osseuse l’organe cible (figure 14). Ainsi, il existe une relation inverse entre le taux
d’hémoglobine et le taux d’Epo 208.  La concentration en Epo sérique est physiologiquement
basse ( 5-30mU/ml) et une diminution de l’hématocrite résulte en l’augmentation du taux
d’Epo sérique.
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Figure 14 Régulation endocrine de l’érythropoïèse.
Les progéniteurs érythroïdes roses sont moins sensibles à l’Epo que les rouges qui meurent
par apoptose à de faibles concentrations d’Epo. A droite, la relation entre le niveau d’Epo et
l’hématocrite (Hct).
L’Epo est donc une hormone circulante qui gouverne la production de globules
rouges. L’expression de l’Epo est induite par l’hypoxie et régulée par le facteur de
transcription HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) 209,210,211,212. La régulation du taux d’Epo est
régulée non pas par la production d’HIF-1  mais par sa dégradation qui est régulée par le
protéasome. Donc, les cellules normoxiques ont suffisamment d’oxygène pour permettre
l’hydroxylation d’ HIF-1 213,214,215,216,217 entraînant son ubiquitinylation par un complexe
comprenant la protéine de von Hippel-Lindau (VHL), puis sa dégradation par le protéasome
212,218. Au contraire, dans les cellules hypoxiques, il n’y a pas assez d’oxygène pour ces
réactions, HIF-1 n’est pas hydroxylé, pas dégradé et permet la transcription du gène de l’Epo.
En réponse à l’anémie ou à l’hypoxie, les taux circulants peuvent augmenter jusqu’à
1000 fois. A l’inverse, la diminution du taux d’Epo circulante induit la diminution de
l’activation de STAT5 et donc de l’expression de Bcl-XL.  Ceci induit la dépolarisation de la
mitochondrie. En effet, l’intégrité de la polarité de la membrane mitochondriale dépend, au
moins en partie, des niveaux d’expression des protéines pro (Bax, Bad, Bid) et anti-
apoptotiques (Bcl-xL, Bcl-2) de la famille Bcl-2 219. La dépolarisation de la mitochondrie
conduit à l’activation d’une famille de cystéines protéases, les caspases qui sont les enzymes
exécutant le programme de mort cellulaire par apoptose. Les caspases sont synthétisées sous
forme de pro-enzymes inactives. Les caspases « initiatrices » (caspase-8, caspase-9 et
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caspase-10) activées par auto-clivage catalytique éliminant leur prodomaine, rendent
fonctionnelles les caspases dites « exécutrices » (caspase-3, caspase-6 et caspase-7) par
protéolyse de leurs prodomaines respectifs.
Cette apoptose par la « voie mitochondriale » provoque la sortie dans le cytoplasme de
la caspase-9 et du cytochrome c. Celui-ci va s’associer à Apaf-1, à l’ATP et va ainsi entraîner
l’activation de la procaspase-9 en caspase-9 activée au sein de l’apoptosome.  Cette dernière
va cliver et activer la procaspase-3. D’autres molécules apoptotiques sont libérées de la
mitochondrie : la flavoprotéine AIF (Apoptosis Inducing Factor) qui déclenche les
modifications nucléaires caspases-indépendantes 220,221 et Smac (Second Mitochondria
Derived Activator of Caspase, aussi appelé Diablo) qui active l’apoptose en neutralisant
l’activité des IAPs (Inhibitory Apoptotic proteins) (figure 15).
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Figure 15 Voie intrinsèque de l’apoptose déclenchée par la diminution du taux d’Epo.
La diminution de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL et les protéines pro-apoptotique Bax et
Bad induisent la dépolarisation de la mitochondrie avec comme conséquence le relargage de
cytochrome c (Cyt c) qui s’associe avec Apaf-1, l’ATP et la pro-caspase-9 au sein de
l’apoptosome pour engendrer l’activation de la caspase-9. La caspase-9 entraîne l’activation
de la caspase-3 et de la caspase-7. La caspase-3 entraîne l’activation de la caspase-6. AIF
induit l’apoptose indépendante des caspases et Smac/Diablo inhibe les IAPs ce qui induit
l’activation des caspases. (Adapté de la revue Testa et al., Leukemia, 2004).
4.2      Activation de la voie extrinsèque de l’apoptose par la liaison de FasL
sur son récepteur Fas.
Il  existe d’autre part, un rétro-contrôle négatif faisant intervenir le récepteur de mort
Fas et son ligand FasL, qui appartiennent à la famille des récepteurs de mort (DR pour Dead
Receptor) et des DR-Ligands respectivement. L’activation de Fas par son ligand permet
l’activation de la voie extrinsèque de l’apoptose et à l’activation des caspases (figure 16).  Ces
récepteurs trimériques recrutent la molécule adaptatrice FADD et la pro-caspase-8  dans le
death-inducing signalling complex (DISC). La caspase-8 clive directement la caspase
exécutrice, la caspase-3. La caspase-8 activée est aussi capable d’activer à son tour Bid par
clivage. Bid clivé va entraîner l’activation des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
avec pour conséquence, le relargage de facteurs apoptotiques de la mitochondrie 222 (figure
16).
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Figure 16 Voie extrinsèque de l’apoptose induite par la voie de Fas/FasL
La liaison de FasL sur Fas résulte en la formation d’un complexe contenant la protéine
adaptatrice FADD qui recrute la pro-caspase-8. La caspase 8 activée entraîne d’une part
l’activation directe de la caspase-3 et d’autre part le clivage et l’activation de Bid en truncated
Bid (tBid) qui va induire la dépolarisation de la mitochondrie et l’apoptose qui en découle.
(Adapté de la revue Testa et al., Leukemia, 2004).
Dans la moelle osseuse, l’érythropoïèse se déroule au sein de l’ilôt érythroblastique
comprenant un ou deux macrophages entourés des anneaux d’érythroblastes à différents
stades de maturation. La couche interne comprend des érythroblastes immatures alors que les
cellules plus matures sont en périphérie de l’ilôt. Cette association spatiale d’érythroblastes
immatures et matures joue un rôle important dans l’érythropoïèse puisque des interactions
cellules-cellules semblent nécessaires pour la prolifération et la maturation éythroïde 223. Cette
structure permet aussi un système de régulation négative de la production des érythrocytes
lorsque le nombre d’érythroblastes différenciés est suffisant. En effet, les érythroblastes
matures (stade érythroblaste acidophile), qui expriment le ligand de Fas (Fas-L) à leur
surface, vont induire, par contact cellulaire, l’apoptose et l’arrêt de maturation des précurseurs
les plus immatures (stade érythroblaste basophile) qui expriment fortement Fas 224.
L’interaction de Fas/Fas-L déclenche  l’activation des caspases qui protéolysent le facteur de
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transcription GATA-1, entraînant ainsi l’apoptose et/ou l’arrêt de maturation des
érythroblastes immatures selon le taux d’Epo. En effet, en présence de concentration élevée
d’Epo, Fas induit peu l’apoptose des érythroblastes immatures mais induit un blocage de la
différenciation érythroïde alors qu’à de faible concentration en Epo, Fas induit l’apoptose 225.
D’autre part, Le SCF  protège les érythroblastes de l’apoptose induite par la voie Fas et ce,
par un mécanisme dépendant des Src kinases. En effet, le SCF protège des progéniteurs
érythroïdes humains de l’activation des caspases-3 et -8 induite par la voie Fas, sans diminuer
l’expression de Fas. Cette protection de l’apoptose médiée par le SCF est levée par PP2, un
inhibiteur de la famille des kinases Src 82.
Figure 17 Régulation négative de l’érythropoïèse des érythroblastes matures qui
expriment le FasL sur les érythroblastes immatures exprimant Fas.
Suite à cette interaction qui a lieu au sein de l’îlot érythroblastique, les érythroblastes
basophiles subissent un arrêt de maturation en présence de niveau d’Epo normal ou élevé et
ils arrêtent leur maturation puis meurent par apoptose si le taux d’Epo est faible. (D’après
revue Testa Leukemia 2004).
Au cours de l’érythropoïèse de stress, les érythroblastes immatures de rate sont moins
nombreux et meurent plus d’apoptose que les érythroblastes immatures de la moelle osseuse.
En effet, les érythroblastes de la rate coexpriment Fas et FasL.  A nouveau, cette régulation
négative de l’érythropoïèse de stress est supprimée par l’Epo qui inhibe l’expression de Fas et
FasL 226.
Outre son effet direct sur l’activation de la caspase-3, il a été montré que Fas inhibe la
prolifération en exerçant un contrôle négatif sur l’activation de ERK et l‘expression de Raf-1,
permettant ainsi la différenciation érythroïde 227. De plus, il a récemment été mis en évidence
un rôle non apoptotique de Fas dans l’érythropoïèse. En effet, l’activation des caspases-3,-8 et
-9 induites par la voie Fas/FasL sont nécessaires pour la maturation éryhtroïde puisque
l’inhibition de Fas ou des caspases-3,-8 et -9 par siRNA entraîne l’arrêt de différenciation
érythroïde au stade proérythroblaste 228.
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5    Rôles des caspases dans la différenciation terminale érythroïde
L’activation des caspases est donc le principal mécanisme moléculaire impliqué dans
l’inhibition de l’érythropoïèse. Les caspases exécutrices vont alors cliver de nombreux
substrats et en particulier, des protéines du cytosquelette (Actine-F), des protéines intervenant
dans la réparation de l’ADN (PARP), le clivage de l’ADN (ICAD/CAD pour caspase
activated DNase), la condensation de la chromatine (Acinus), la condensation nucléaire
(Lamine B) 229 et  la différenciation (GATA-1) 225 (figure 18 A).
Toutefois, plusieurs observations indiquent que l’activation des caspases est impliquée
dans le processus de maturation érythroïde et pourrait jouer un rôle important dans ce
phénomène. Une première étude a montré que les caspases-1, -2, -3, -5, -6, -7, -8, et -9 sont
exprimées dans les cellules érythroïdes. Les taux de procaspase-2, -3 et -8 sont nettement plus
élevés dans les érythroblastes  immatures  que dans les érythroblastes matures 230. L’activation
des caspases au cours de l’érythropoïèse normale et explique les changements
morphologiques observés au cours de la maturation terminale. Ainsi, la caspase-3 est activée
de façon transitoire au moment où les changements morphologiques des érythroblastes
apparaissent. Cette activation se fait par la voie mitochondriale avec dépolarisation de sa
membrane et activation de la caspase-9 231 mais aussi par la voie Fas comme décrit ci-dessus
227,228. L’activation de la caspase-3 est associée à l’activation de la caspase-6 et au clivage de
la Lamine B, qui pourrait être responsable de la condensation nucléaire comme cela a été
décrit au cours de l’apoptose 232,233. De plus la protéine Acinus, responsable de la condensation
de la chromatine mais pas de sa dégradation, est activée par clivage par la caspase-3 au cours
de la différenciation érythroblastique 234. À l’inverse, bien que les caspases exécutrices soient
activées, les cellules n’entrent pas en apoptose comme le montre l’absence de phosphatidyl-
sérines à leur membrane et de clivage d’ICAD l’inhibiteur de CAD, nucléase responsable du
clivage du DNA 235. De plus, GATA-1 n’est pas dégradée 231 (figure 18 B). L’ajout d’un
inhibiteur des caspases comme le z-VAD à la culture érythroïde, juste avant la phase
d’activation des caspases, entraîne un blocage de la différenciation érythroïde au stade
basophile 231. Cette observation a été confirmée et approfondie en démontrant le rôle essentiel
de la caspase-3 dans la différenciation érythroïde en utilisant une stratégie d’inhibition
spécifique de la caspase-3 par ARN interférence (siRNA) 236. Ces données ont aussi été
confirmées dans les érythroblastes murins. Dans ce modèle, il a été montré que l’hyper-
expression de Raf-1, qui prévient l’activation des caspases, empêche la maturation érythroïde
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en inhibant la différenciation induite par les caspases. Un phénomène opposé est observé dans
les souris Raf-1-/- 237. Ainsi, le destin (apoptose versus différenciation) des précurseurs
érythroïdes est décidé en aval de l’activation de la caspase-3 et serait donc déterminé par les
cibles clivées par les caspases.
Cette nouvelle fonction des caspases est retrouvée dans d’autres systèmes de
différenciation hématopoïétiques, notamment, au niveau de la formation plaquettaire à partir
de mégacaryocytes 238, au cours de la différenciation des monocytes du sang circulant en
macrophages 239 ou lors de la différenciation des cellules énucléées comme les kératinocytes
et les cellules du cristallin 240,241, mais aussi des cellules musculaires cardiaques et dans le
système immunitaire, dans l’activation lymphocytaire T 242.
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Figure 18 Rôles des caspases au cours de l’apoptose et la différenciation érythroïde
terminale.
A) Au cours de l’apoptose, les caspases 8, 9, 3 et 6 sont activées et induisent l’activation de
protéines (acinus, DFF45/ICAD) ou la dégradation de protéines nécessaires à la survie
(lamine B, GATA-1) par clivage. B) Dans le cadre de la différenciation érythroïde terminale,
GATA-1 et DFF45/ICAD ne sont pas clivées, permettant ainsi les modifications
morphologiques observées lors de la maturation, sans apoptose.
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6    Rôles des protéines de choc thermique (Hsp)
6.1      Les Hsp, protéines chaperonnes
Les protéines de stress ou de choc thermique (Hsp ou heat shock protein) constituent
une classe de protéines très conservées dans l’évolution. Les Hsp des mammifères  sont
classées en 5 familles  selon leur taille moléculaire : Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 et les
petites Hsp (de 15 à 30 kDa) incluant Hsp27. Chaque famille est composée de membres
exprimés soit constitutivement, soit de manière régulée et dans différents compartiments
cellulaires. Le besoin d’Hsp augmente suite à un dommage toxique des protéines ou un stress
tels que la chaleur, le stress oxydatif, l’irradiation ou encore des thérapies chimiques
anticancéreuses 243. Les Hsp  ont un fort potentiel cytoprotecteur, c’est à dire qu’elles
permettent aux cellules de s’adapter à des changements graduels de leur environnement et de
survivre dans des conditions de stress. Les chaperonnes sont utiles pour la signalisation et le
trafic des protéines, même en absence de stress. Elles se comportent aussi comme des
protéines chaperonnes d’autres protéines cellulaires. Les fonctions importantes attribuées aux
chaperonnes sont : (1) l’import de protéines dans les compartiments cellulaires, (2) la
conformation de protéines dans le cytosol, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie, (3) la
dégradation des protéines instables, (4) la dissolution des complexes protéiques, (5) la
prévention de l’agrégation des protéines, (6) la conformation des protéines mal conformées
244.
Hsp60 et sa co-chaperonne Hsp10 sont surtout étudiées chez la bactérie (équivalent chez
la bactérie à GroEL et GroES respectivement) 244. Hsp60 de mammifères est une protéine
constitutive retrouvée dans la matrice mitochondriale, bien que 15 à 20% soit cytosolique.
Hsp60 participe à la conformation des protéines mitochondriales et facilite la dégradation
protéolytique des protéines dénaturées ou dans un mauvais état de conformation de manière
dépendante de l’ATP. Une fois libérées de la mitochondrie, elles accélèrent la maturation de la
pro-caspase 3 245,246.
Dans la famille des Hsp90, on retrouve les chaperonnes dépendantes d’ATP Hsp90,
Hsp90ß et Grp94 247. Les deux isoformes d’Hsp90, essentiels pour la viabilité des cellules
eucaryotes, sont moins abondantes constitutivement. Cette protéine constitue 1 à 2% des
protéines cytosoliques et s’accumule en réponse au stress.  Les protéines Hsp90 s’associent à
des protéines de la signalisation incluant des facteurs de transcription comme le récepteur aux
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stéroïdes 248, mais aussi MyoD 249, des tyrosine kinases comme v-Src 250, des sérine/tréonine
kinases comme Raf-1 251. Leur rôle chaperon principal est la maturation conformationnelle de
ces facteurs de transcription et kinases de transduction du signal.
La famille des Hsp70 est la classe d’Hsp la plus conservée et la mieux étudiée. Les
cellules humaines contiennent différents membres de la famille Hsp70, notamment Hsp70
inductible par le stress, Hsc70 qui est constitutivement exprimée, la mitochondriale Hsp75 et
enfin GRP78 localisée dans le réticulum endoplasmique 252. Dans les conditions normales, les
Hsp70 sont des molécules chaperonnes ATP-dépendantes impliquées dans la conformation
des polypeptides nouvellement synthétisés, l’assemblage des complexes multi-protéiques et le
transport protéique transmembranaire 253,254,255. De plus, dans des conditions de stress, la
synthèse d’Hsp70 inductible permet aux cellules de supporter les concentrations accrues de
protéines dénaturées ou mal conformées 256.  Hsp70 est composé de deux domaines
fonctionnels distincts: un domaine de liaison peptidique (PBD ou peptide binding domain) et
le domaine ATPase en N-terminal (ABD ou ATPase binding domain) 257. Le PBD incluant la
partie  C-terminal et le motif chaperonne EEVD, est responsable de la liaison au substrat et de
la conformation (figure 19 A). Le ABD facilite le relargage des protéines clients après
l’hydrolyse de l’ATP 258. L’activité chaperonne d’Hsp70 est régulée par des co-chaperonnes
telles que Hip, CHIP ou Bag-1 qui augment ou diminuent leur affinité pour des substrats.
Hsp27 est une chaperonne ATP-indépendante qui protège les cellules de l’agrégation
des protéines 259. Hsp27 peut former des oligomères jusqu’à 1000kDa, le dimère d’Hsp27
semble être le bloc de construction du complexe multimérique, le multimer étant l’état
compétent de la chaperonne 260. L’oligomérisation joue un rôle central dans la régulation de
l’activité chaperonne d’Hsp27 et est un processus hautement dynamique modulé par la
phosphorylation d’Hsp27. Hsp27 humain peut être phosphorylé sur 3 résidus sérines 261, la
phosphorylation favorise la formation de petits oligomères d’Hsp27  alors que la
déphosphorylation entraîne la formation de grands oligomères 262 (figure 19 B). La
phosphorylation d’Hsp27 est un processus réversible catalysé par les MAPKAP kinase –2 et
–3 en réponse à des agents mitogènes, des cytokines inflammatoires telle que TNF et IL-1ß,
des agents anti-cancéreux, d’autres oxydants 263,264.
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Figure 19 Structure d’Hsp70 et Hsp27.
A) Hsp70 contient deux domaines fonctionnels : le peptide binding domain (PBD) incluant le
motif chaperon EEVD en cC-terminal, responsable de la liaison au substrat et du repliement;
l’ATP binding domain (ABD) en N-terminal qui facilite le relargage des protéines clients. B)
Les trois résidus sérines d’Hsp27 qui peuvent être des sites de phosphorylation  et le motif
WDPF sont indiqués. Ce motif et la phosphorylation de la protéine peuvent influencer l’état
d’oligomérisation de la protéine. Hsp27 peut former des oligomères jusqu’à 1000 kDa.
(D’après revue Garrido Cell Cycle 2006).
Outre leur rôle de chaperonne, Hsp27 et 70 sont également des protéines anti-
apoptotiques. La surexpression d’Hsp27 et 70 empêche l’apoptose induite par divers stimuli
tels que l’hyperthermie, le stress oxydatif, des drogues anti-cancéreuses (cellules du cancer
colorectal) 265,266,267. La régulation négative ou l’inhibition d’Hsp27 ou 70 est suffisante pour
sensibiliser les cellules à l’apoptose, montrant que le niveau endogène de ces chaperonnes est
suffisant pour contrôler l’apoptose 268,269. En effet, ces protéines interagissent avec des
protéines clés de la signalisation de l’apoptose. Dans ce travail, les rôles d’Hsp27 et d’Hsp70
seront plus détaillés.
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6.2      Hsp27
Rôles anti-apoptotiques d’Hsp27
Des expériences de déplétion d’Hsp27 suggèrent qu’Hsp27 fonctionne principalement
comme un inhibiteur de l’activation des caspases.  En effet, l’inhibition d’Hsp27 par siRNA
induit l’apoptose par l’activation de la caspase-3 270,271. Ceci peut s’expliquer par le fait
qu’Hsp27 peut empêcher la formation de l’apoptosome et l’activation des caspases
consécutive 272. De plus, Hsp27 peut séquestrer le cytochrome c dans la mitochondrie comme
cela a été montré dans la lignée U937, des cellules Jurkat de lymphome T, et des cellules de
cancer du colon traitées par différents stimuli apoptotiques 273,274,275. Dans des cellules de
myélome multiple traitées à la dexaméthasone, Hsp27  inhibe aussi le relargage de Smac de la
mitochondrie 276. De plus, Hsp27 interfère également avec l’activation des caspases en amont
de la mitochondrie 275. Cet effet semble lié à la capacité d’Hsp27 de stabiliser les
microfilaments d’actine. Aussi, lors de la surexpression d’Hsp27, la chaperonne se lie à
l’actine F 277 empêchant ainsi  la rupture du cytosquelette et la redistribution intracellulaire de
Bid qui précède le relargage du cytochrome c dans des cellules de fibroscarcome humain
traitées à la cytocalasine D ou la staurosporine 275. Hsp27 inhibe aussi l’apoptose par la
régulation de voies de signalisation. Des facteurs de survie tels que le nerve growth factor
(NGF) ou le platelet –derived growth factor (PDGF) inhibent l’apoptose en activant la voie
PI3-K/AKT. Hsp27 se lie à AKT et cette interaction est nécessaire pour l’activation d’AKT
dans des cellules stressées. En retour, AKT phosphoryle Hsp27 induisant la rupture du
complexe Hsp27-AKT 278. Hsp27 intervient également dans la voie de signalisation induite
par la stimulation de Fas par FasL. Ainsi, la forme dimérique phosphorylée d’Hsp27 interagit
directement avec daxx ce qui empêche la connexion entre Fas et la protéine kinase Ask1 qui
induit la mort cellulaire indépendante des caspases 279. Hsp27 est impliqué dans la croissance
tumorale des cellules de cancer de la prostate humaine LNCap via STAT3. Hsp27 interagit
avec STAT3 et l’effet protecteur induit par la surexpression d’Hsp27 est aboli par l’inhibition
de STAT3 270.
Hsp27 a également des propriétés anti-oxydantes importantes liées à sa capacité à
maintenir la glutathione dans un état réduit  (non oxydé) 280 afin de diminuer le nombre de
radicaux libres  281 et de neutraliser l’effet toxique des protéines oxydées 282. Cet effet anti-
oxydant semble particulièrement relevant dans les cellules neuronales et implique la forme
phosphorylée d’Hsp27  283.
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Rôle d’Hsp 27 dans la dégradation protéasomale
Le rôle cytoprotecteur d’Hsp27 est aussi lié à sa capacité de promouvoir la
dégradation protéasomale. Le système d’ubiquitinylation entraîne les protéines marquées vers
la dégradation par le protéasome 26S, une protéase à plusieurs sous-unités composée d’une
sous-unité catalytique 20S et d’une sous-unité régulatrice 19S. Plusieurs preuves lient le
système de dégradation protéasomale avec les Hsp. Lors de l’inhibition de la dégradation
protéasomale, des corps à inclusions s’accumulent et des protéines ubiquitinées apparaissent
dans la fraction insoluble avec des chaperonnes, dont Hsp27 284. Ceci suggère donc un rôle
d’Hsp27 dans la dégradation protéasomale in vivo 285. De plus, Hsp27 colocalise avec des
protéines ubiquitinées et la sous-unité 20S du protéasome dans des corps d’inclusion
cytoplasmiques qui caractérisent des maladies dégénératives 286.
Deux des protéines cibles d’Hsp27 sont l’inhibiteur du facteur de transcription NFB,
IκBα  et l’inhibiteur de la kinase cycline dependante p27kip1. Dans différentes lignées
cancéreuses (monocytes humains U937, fibroblastes embyonnaires de souris MEF, carcinome
du colon de rat REG) traités avec de l’Etoposide ou du TNF, Hsp27 favorise
l’ubiquitinylation et la dégradation consécutive d’ IB ayant pour conséquence une
augmentation de l’activité de NFκB qui contribue à l’effet protecteur général d’Hsp27 287.
Dans des conditions de stress (privation en sérum, traitement à la staurosporine), Hsp27
favorise aussi l’ubiquitinylation et la dégradation de p27kip1. Ceci entraîne une accumulation
de cellules en phase S car il n’y a plus d’arrêt de cycle en G0/G1. Les cellules qui
surexpriment Hsp27 sont donc prêtes à proliférer une fois la condition de stress passée 288.
Finalement, Hsp27 participe à la déphosphorylation qui contrôle l’activité du régulateur de
splicing SRp38 permettant ainsi la restauration de l’activité de splicing inhibée après un choc
thermique 289. Il apparaît donc qu’Hsp27 permet d’assurer une dégradation simple et rapide de
certaines protéines, permettant aux cellules de survivre dans des conditions de stress. (Figure
20)
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Figure 20 Rôles anti-apoptotiques d’Hsp27
Hsp27 bloque l’activation des caspases à différents stades, notamment au niveau pré-
mitochondrial indirectement par son action sur l’actine–F, Bid ou les radicaux libres et au
niveau post-mitochondrial en séquestrant le cytochrome c et en inhibant le relargage de Smac.
Hsp27 influence aussi l’apoptose en induisant l’ubiquitinylation et la dégradation de protéines
telles que IκBα ou p27kip1 dans des conditions de stress. (D’après la revue Garrido Cell Cycle
2006).
6.3      Hsp70
Rôles anti-apoptotiques d’Hsp70
L’expression d’Hsp70 inductible a été observée en présence de divers stress comme la
génération de radicaux libres, la modification du potentiel transmembranaire mitochondrial, la
libération de cytochrome c de la mitochondrie et l’activation de caspases de type caspase-3
290. L’induction de la protéine Hsp70 augmente la capacité des cellules stressées à faire face à
une concentration accrue de protéines non repliées ou dénaturées 256. L’expression d’Hsp70
inductible est augmentée dans les cellules cancéreuses de souris 291 et peut inhiber l’apoptose,
augmentant ainsi la survie de cellules exposées à différents stimuli létaux 292293. En effet, la
surexpression d'Hsp70 inductible réduit ou bloque l’activation des caspases et supprime les
altérations mitochondriales et les fragmentations nucléaires 294. Hsp70 protège les cellules de
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l’apoptose en agissant à la fois en amont et en aval de l’activation de la cascade des caspases.
En amont de la mitochondrie, Hsp70 lie et inhibe JNK1 (c-Jun N-terminal Kinase) 295.
Il semble qu’Hsp70 peut affecter la mort cellulaire dépendante de Bid par l’inactivation de
JNK grâce à un mécanisme encore non déterminé 296. Dans des fibroblastes embryonnaires de
souris, lors de l’apoptose induite par hyperosmolarité, l’absence d’Hsp70 induit la
phosphorylation de JNK et ERK, suggérant un rôle d’Hsp70 dans la déphosphoryaltion de ces
kinases 297.  Hsp70 lie aussi PKC (protein kinase C) mature non phosphorylée  permettant sa
rephosphoryaltion et sa stabilisation. De la même manière, Hsp70 lie AKT résultant en sa
stabilisation 298.
Au niveau mitochondrial, Hsp70 bloque l’apoptose induite par la chaleur en empêchant
la translocation et l’insertion de bax dans la membrane externe de la mitochondrie, évitant
ainsi le perméabilisation de la membrane et le relargage du cytochrome c et AIF 299. Ce rôle
d’Hsp70 sur la translocation mitochondriale de Bax reste à déterminer dans les progéniteurs
érythroïdes.
En aval de la mitochondrie, Hsp70 inhibe l’apoptose en aval du cytochrome c et en
amont de l’activation de la caspase-3 en s'associant à Apaf-1, ce qui prévient le recrutement
de la pro-caspase-9 et la formation de l’apoptosome dans des lignées 300.
Par ailleurs, Hsp70 inhibe également de la mort indépendante des caspases puisque
Hsp70 protège de la mort dans des conditions où les caspases ne sont pas activées 301,302.
Ainsi, la surexpression d’Hsp70 protège les cellules MEF Apaf-1-/- de l’apoptose induite par
la privation en sérum 302, montrant qu’Apaf-1 n’est pas la seule cible de l’action anti-
apoptotique d’Hsp70. En effet, Hsp70 s’associe directement à AIF (Apoptosis Inducing
Factor), inhibe sa translocation nucléaire et la condensation de la chromatine induite par celle-
ci 302,303,304.  Le niveau endogène d’Hsp70 semble être suffisamment élevé pour contrôler
l’apoptose induite par AIF puisque l’inhibition d’expression d’Hsp70 par un anti-sens
sensibilise les cellules à la privation en sérum et AIF 302. De plus, au cours de la
différenciation érythroïde reproduite dans la lignée humaine TF1 sous Epo, l’expression
d’Hsp70 est  augmentée afin de maintenir AIF dans le cytosol et empêcher les dommages à
l’ADN 305.
Hsp70 peut aussi agir à des phases plus tardives de l’apoptose. Lors de l’apoptose
induite par le TNF, Hsp70 n’empêche pas l’activation de la caspase-3, mais empêche les
changements morphologiques caractéristiques de la mort telle que la morphologie nucléaire. Il
a été mis en évidence grâce à des expériences de surexpression d’Hsp70 dans la lignée ME-
180 de carcinome cervical humain que l’action anti-apoptotique d’Hsp70 contre l’effet de la
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staurospaurine peut s’exercer en aval de l’activation des caspases en bloquant la
fragmentation de l’ADN . En effet, ces cellules sont capables de reprendre une croissance
normale malgré la libération de cytochrome c et le clivage de substrats des caspases comme
PARP, PKC delta et cPLA2 290. L’activité enzymatique de CAD et son repliement correct sont
régulés par Hsp70, sa-cochaperonne Hsp40 et ICAD. ICAD reconnaît une forme de CAD
ayant un repliement intermédiaire conféré par Hsp70-Hsp40 306. Ces résultats indiquent que,
dans certaines conditions, le point de non-retour dans la voie de l’apoptose se situe en aval de
l’activation des caspases.
Figure 21 Rôles anti-apoptotiques d’Hsp70.
Hsp70 bloque l’apoptose au niveau pré-mitochondrial en inhibant la signalisation induite par
le stress. Au niveau mitochondrial, Hsp70 empêche la perméabilisation de la membrane
mitochondriale en bloquant la translocation de Bax. Au niveau post-mitochondrial en
interagissant avec AIF et Apaf-1 ou en protégeant CAD. (D’après la revue Garrido Cell Cycle
2006).
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Rôle d’Hsp70 dans la dégradation protéasomale
 Le rôle d’Hsp70 dans la dégradation protéasomale semble moins direct que pour
Hsp27 puisqu’il est médié par les co-chaperonnes CHIP (C-terminus of HSC70-interacting
protein) et Bag-1. CHIP est une ubiquitine ligase  qui, en interagissant avec Hsp70, capture
efficacement les protéines dénaturées, les ubiquitine puis s’associe à la sous-unité 19S du
protéasome pour assurer leur dégradation 307,308,309. Hsp70 agit donc comme un adaptateur pour
CHIP afin d’induire l’ubiquitinylation des protéines clients 310. Une autre co-chaperonne
d’Hsp70, Bag-1, se lie aussi à la machinerie de dégradation des protéines 311312. CHIP et Bag-1
coopèrent pour moduler l’activité de la chaperonne  dans le repliement des protéines vers la
dégradation 313,314.
Rôle d’Hsp70 dans l’import nucléaire
Le transport de macromolécules entre le noyau et le cytoplasme est un procédé
cellulaire critique affectant directement l’expression génique et la transduction du signal. Le
transport bidirectionnel de macromolécules (protéines et ARNm) entre le cytoplasme et le
noyau à travers l’enveloppe nucléaire (NE ou nuclear envelope) est médié par le complexe du
pore nucléaire (NPC ou nuclear pore complex). Le NPC permet le passage par diffusion
passive de molécules de masse moléculaire de 40 kDa. Le transport de macromolécules telles
que des protéines ou ARNm se fait lui par un mécanisme signal et énergie-dépendant  315.
L’import nucléaire de protéines karyophiles contenant une courte séquence d’acides aminés
appelée séquence de localisation nucléaire (NLS ou nuclear localization sequence) est un
procédé à plusieurs étapes débutant par la reconnaissance indépendante d’énergie de la
protéine substrat par des facteurs cytoplasmiques. Cette étape est suivie par l’attachement du
complexe « substrat-récepteur » à la face cytoplasmique du NPC puis, par la translocation
dépendante d’énergie à travers l’élément de transport central. L’import nucléaire de protéines
est contrôlé par des mécanismes spécifiques de substrats dont l’attachement, le masquage du
NLS ou des modifications covalentes du NLS. Le transport de kinases nucléaires et de
facteurs de transcription est, par exemple, contrôlé par phosphorylation 316.
Cinq facteurs cytosoliques ont été identifiés comme nécessaires pour l’import
nucléaire : le récepteur NLS/importine, p97, Ran GTPase/TC4, NTF2/B-2 mais également
Hsp70. En effet, un rôle d’Hsp70 dans le transport nucléaire est décrit dans différentes études.
Ainsi, l’import de protéines contenant soit la NLS de l’antigène grand T de SV40 ou de la
NLS de la nucléoplasmine est inhibé par microinjection d’anticorps anti-Hsp70 317. Des études
in vitro ont montré la déplétion d’Hsp70 d’extraits cytosoliques empêche l’import karyophile
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255,318. Enfin, l’expression ectopique d’Hsp70 humain dans des cellules de souris complémente
le défaut d’import d’un mutant de la NLS de l’antigène grand T de SV40 319. Ces résultats
indiquent qu’Hsp70 peut faciliter la liaison du NLS au récepteur NLS lors de la phase précoce
du ciblage. Par ailleurs, un niveau élevé d’Hsp70 est suffisant pour supprimer le défaut
d’import nucléaire de la protéine de fusion GFP- NLS de l’antigène grand T de SV40 dans
des cellules mutées pour le NLS récepteur Srp1p ou NUP82 codant une protéine dont la
fonction dans le NPC est ultérieure à l’attachement 320. Ces résultats montrent donc qu'outre le
rôle d’Hsp70 dans l’attachement, elle joue également un rôle lors de la phase de translocation
de l’import nucléaire. Ceci, probablement par son activité chaperonne en favorisant la
formation et la stabilité du complexe Srp1p-NLS-substrat. De cette manière, Hsp70 traverse la
NE et entre dans le noyau comme facteur de transport en association avec le substrat NLS et
Srp1p. Il a été montré qu’une mutation de NUP155, une nucléoporine qui est un composant
moléculaire critique pour l’assemblage et la fonction du NPC, est responsable de la
fibrillation atriale. En effet, la perte de fonction de NUP155 provoque une diminution de la
perméabilité de la NE et une inhibition de l’import nucléaire d’Hsp70 (protéine) et de l’export
nucléaire d’ARNm d’Hsp70 321.
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Résultats
1    Rôle de la protéine de choc thermique Hsp70 au cours de la
différenciation érythroïde terminale:
1.1      Contexte scientifique et situation du projet
 Au cours de l’érythropoïèse, GATA-1 est un facteur majeur de la différenciation
érythroïde terminale en permettant l’expression du REpo, de la GPA, de la globine et en
coopération avec STAT5, GATA-1 permet l’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL.
Les caspases sont connues pour jouer un rôle dans l’apoptose, mais dans le laboratoire,
il a été montré que l’inhibition des caspases entraîne l’arrêt de maturation des progéniteurs
érythroïdes au stade basophile, avant la condensation du noyau et de la chromatine. Au cours
de la différenciation érythroïde, la caspase-3 est transitoirement activée ce qui permet le
clivage de protéines impliquées dans l’intégrité du noyau comme la Lamine B ou la
condensaion de la chromatine comme Acinus, sans induire de mort cellulaire puisque GATA-
1 n’est pas clivé. Ces résultats montrent un nouveau rôle des caspases comme enzymes clés
dans le processus de différenciation érythroïde 231. Ainsi, le destin (apoptose versus
différenciation) des précurseurs érythroïdes est décidé en aval de l’activation de la caspase-3.
Le passage apoptose versus différenciation serait donc déterminé par le choix des cibles
clivées par les caspases. Dans ce modèle de différenciation induite par les caspases, il reste à
comprendre par quels mécanismes les cibles sont protégées du clivage puisque la protéine
GATA-1 colocalise avec la caspase-3 activée dans le noyau.
Dans mon travail de thèse, nous avons essayé de comprendre par quel mécanisme
GATA-1 n’est pas clivé alors que les caspases sont activées. Nous avons donc étudié le
mécanisme de protection de GATA-1 de la caspase-3 au cours dela différenciation érythroïde
terminale.
1.2      Hsp70 regulates erythropoiesis by preventing caspase-3 mediated-
cleavage of GATA-1
Jean-Antoine Ribeil*, Yael Zermati*, Julie Vandekerckhove, Severine Cathelin, Joelle
Kersual, Michaël Dussiot, Séverine Coulon, Ivan Cruz Moura, Ann Zeuner, Thomas
Kirkegaard-Sørensen, Bruno Varet, Eric Solary, Carmen Garrido & Olivier Hermine
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1.3      Conclusions article 1
Dans les érythroblastes en cours de maturation, la caspase-3 est activée transitoirement
sans induction de l’apoptose. Nos résultats montrent que ce phénomène est en partie lié à
Hsp70, connue pour réguler le repliement, l’activité et la dégradation de protéines. Dans ce
travail, nous montrons qu’Hsp70 a aussi une fonction dans la maturation érythroïde et plus
particulièrement, dans la protection de GATA-1 du clivage par la caspase-3 activée au cours
de la différenciation érythroblastique.
Dans un premier temps, nous avons montré que l’expression d’Hsp70 est
physiologique et non pas la conséquence d’un stress induit par la mise en culture. Parmi des
cellules non cultivées issues de prélèvements de moëlles normales, les cellules érythroïdes
médullaires expriment Hsp70. Depuis vingt ans, plusieurs groupes ont noté qu’Hsp70 est
fortement exprimée dans les précurseurs érythroïdes et ce, de manière basale, même en
l’absence de choc thermique 322,323,324,325,326,327. L’expression d’Hsp70 au cours de la
différenciation érythroïde terminale est peut-être régulée par GATA-1 puisque dans la lignée
K562, GATA-1 se fixe sur le promoteur d’Hsp70, permettant ainsi l’expression de la protéine
anti-apoptotique 328.
Nos résultats indiquent que dans les érythroblastes primaires, Hsp70 est localisée dans
le cytoplasme mais aussi dans le noyau où elle interagit avec GATA-1. In vitro, un mutant
d’Hsp70 dépourvu de son site de liaison peptidique (PBD) n’interagit plus avec GATA-1. Par
test de clivage in vitro, nous avons montré qu’Hsp70 et non Hsp90 protège GATA-1 du
clivage par la caspase-3. A l’inverse, lors de la privation des érythroblastes en Epo, Hsp70 est
délocalisée du noyau vers le cytoplasme, induisant ainsi la perte de protection de GATA-1 et
son clivage par la caspase-3 activée, ce qui conduit à la mort des cellules par apoptose.
Fig 8S
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L’inhibition d’expression d’Hsp70 par siRNA dans des progéniteurs érythroïdes humains
entraîne le clivage de GATA-1 au moment de l’activation de la caspase-3. Ceci induit une
diminution des gènes régulés par GATA-1, incluant l’hémoglobine et la protéine Bcl-XL et a
pour conséquence l’arrêt de différenciation et l’induction d’apoptose. Cette apoptose est
spécifique du clivage de GATA-1 et n’est pas liée  à une altération plus globale du
métabolisme cellulaire puisqu’un mutant de GATA-1 non clivable par la caspase-3 est capable
de réverser le phénotype lors de l’inhibition d’Hsp70 par siRNA. Dans ce modèle, l’Epo
détermine le sort des érythroblastes (apoptose versus différenciation) en aval de l’activation
de la caspase-3 en régulant la localisation d’Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et
cytoplasmique). Une étude dans la lignée humaine TF1 montre également un rôle d’Hsp70 au
cours de la différenciation érythroïde, mais cette fois, en amont de la caspase-3. Lors de la
différenciation induite par l’Epo, Hsp70 lie et séquestre AIF dans le cytosol limitant ainsi son
activité apoptotique 305.
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2    Le SCF régule la localisation d’Hsp70 au cours de la différenciation
érythroïde terminale normale et pathologique.
2.1      Contexte scientifique et situation du projet
L’érythropoïèse est régulée positivement par deux facteurs indispensables à la
prolifération et la survie des progéniteurs éythroïdes, le SCF pour les phases précoces
jusqu'au stade CFU-E et l’Epo à partir des CFU-E jusqu'au stade des érythroblastes 7. Le SCF
agit sur son récepteur c-Kit, un récepteur à tyrosine kinase, et induit des signaux
intracellulaires essentiellement de survie et de prolifération pour les progéniteurs érythroïdes.
L'activation de la PI3-K par c-Kit est sans doute une des voies principales pour permettre la
prolifération et la survie, par l'intermédiaire de la phosphorylation de la protéine AKT  203.
Au cours de la différenciation érythroïde terminale, notre équipe a mis en évidence
qu'Hsp70 est un nouvel acteur essentiel grâce à son interaction avec une de ces cibles des
caspases. Hsp70 joue un rôle anti-apoptotique majeur en empêchant le clivage de GATA-1 par
la caspase-3 activée transitoirement lors de la maturation érythroïde. De façon intéressante,
nous avons observé qu’au début de la différenciation érythroïde terminale, Hsp70 est
majoritairement localisée dans le cytoplasme. A partir du stade d’érythroblaste basophile, lors
de la phase d’activation des caspases, Hsp70 s’accumule dans le noyau où elle protège
GATA-1 du clivage par la caspase-3 329.
Dans cette seconde partie de ma thèse, le but était de déterminer par quel mécanisme
Hsp70 s’accumule dans le noyau des érythroblastes basophiles. Il est connu que l’expression
de c-Kit est diminuée au stade d’érythroblastes basophile 77 ce qui concorde avec
l’accumulation nucléaire d’Hsp70. Nous avons donc émis l’hypothèse que la modulation de
l’expression de c-Kit pouvait être responsable de la localisation subcellulaire d’Hsp70.
Au-delà de l’érythropoïèse normale, nous avons également voulu vérifier si notre
modèle pouvait s’étendre à une pathologie érythroïde. Nous avons étudié le syndrome
myélodysplasique (SMD) de bas grade qui s’accompagne d’un arrêt de maturation et d’une
apoptose des érythroblastes, un phénotype similaire à celui observé dans les érythroblastes
invalidés pour Hsp70.
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2.2      c-Kit down regulation is essential for proper Hsp70 nuclear
accumulation and terminal erythroid differentiation.
Vandekerckhove Julie°, Frisan Emilie°,De Thonel Aurélie, Gabet Anne-Sophie, Verdier
Frédérique, Courtois Geneviève, Coulon Séverine, Zermati Yael, Ribeil Jean-Antoine,
Kersual Joelle, Solary Eric, Mayeux Patrick, Garrido Carmen, Fontenay Michaela* and
Hermine Olivier*
°premiers co-auteurs
*derniers co-auteurs
Manuscrit en préparation.
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2.3      Conclusions article 2
Dans la première partie de ma thèse, nous avons établi un modèle physiologique dans
lequel la localisation d’Hsp70 joue un rôle majeur pour la survie et la différenciation des
érythroblastes normaux en protégeant GATA-1 du clivage par la caspase-3.
Dans cette partie du travail, nous avons mis en évidence un rôle de c-Kit sur la
localisation subcellulaire d’Hsp70. En effet, au stade CFU-E, avant l’activation de la caspase-
3, l’expression de c-Kit est élevée et Hsp70 est majoritairement cytoplasmique. A partir du
stade d’érythroblaste basophile, lors de l’activation de la caspase-3, l’expression de c-Kit
diminue et la voie PI3-K/AKT est également réduite. Ceci entraîne l’accumulation nucléaire
d’Hsp70. Afin de confirmer le rôle de c-Kit et la voie PI3-K/AKT sur la localisation d’Hsp70,
nous avons montré que la privation en SCF ou le blocage de la voie PI3-K par un inhibiteur
chimique avant l’activation de la caspase-3 entraînent l’accumulation nucléaire d’Hsp70 de
manière similaire à l’effet de la diminution de c-Kit observée au cours de la différenciation
érythroïde terminale. Afin de confirmer ce modèle, il nous reste à tester si la surexpression
lentivirale de c-Kit dans des érythroblastes normaux entraîne un blocage de l’accumulation
nucléaire d’Hsp70.
Dans un second temps, nous avons montré le mécanisme par lequel l’activation de la
voie PI3-K/AKT suite à la fixation du SCF sur c-Kit pouvait moduler la localisation
subcellulaire d’Hsp70. Nous avons montré qu’en interagissant directement avec Hsp70, AKT
induit sa phosphorylation sur le résidu S400 situé dans la NES. Précédemment, une étude
protéomique à partir de cellules mésangiales a identifié Hsp70 comme un substrat de
phosphorylation par AKT 330. La phosphorylation de ce résidu sérine 400 entraîne l’export
nucléaire de la chaperonne, puisque le traitement d’érythroblastes primaires par la
Leptomycin B (LMB), un inhibiteur de l’export nucléaire, induit la rétention nucléaire d’un
mutant d’Hsp70 pseudophosphorylé sur la S400. Ce résultat indique qu’Hsp70 est exportée
activement du noyau vers le cytoplasme. De même, il a été décrit précédemment qu’une
mutation dans la NES d’Hsc54 ou suite au traitement par la LMB, la protéine s’accumule
dans le noyau de COS7 331. Donc, au cours de la différenciation érythroïde terminale, la
diminution de l’activation de la voie PI3-K/AKT consécutive à la diminution d’expression de
c-Kit, induit une diminution de l’export nucléaire d’Hsp70 permettant à la chaperonne de
s’accumuler dans le noyau des érythroblastes au moment de l’activation de la caspase-3.
En collaboration avec l’équipe du Pr M. Fontenay, nous avons pu montrer, que dans
les SMD de bas grade, un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 explique la diminution
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d’expression de GATA-1 observée, ce qui induit à l’arrêt de différenciation ainsi que
l’apoptose des progéniteurs de patients au moment où la caspase-3 est activée. Nous avons
également mis en évidence que la surexpression d’un mutant d’Hsp70 pour la S400, ne
pouvant être phosphorylé par AKT et qui induit la localisation nucléaire de la protéine,
restaure partiellement la survie et la différenciation des érythroblastes de patients atteints de
SMD. Des études montrent que l’expression de c-Kit 332 ainsi que la phosphorylation d’AKT
333 sont augmentées chez certains patients atteints de SMD. Il nous reste à montrer que
l’expression prolongée de c-Kit après le stade d’érythroblaste basophile entraîne une
diminution de la localisation nucléaire d’Hsp70 chez les patients atteints de SMD de bas
grade.
3    Rôle de la tyrosine kinase Lyn sur la localisation subcellulaire
d’Hsp70 au cours de la différenciation érythroïde terminale
3.1      Contexte scientifique et situation du projet
Le SCF et l’Epo sont les deux cytokines principales nécessaires à la production des
globules rouges. L’Epo n’est pas nécessaire au stade précoce de l’érythropoïèse, incluant le
stade BFU-E et l’administration in vivo d’Epo a peu d’influence sur le nombre de BFU-Es.
Par contre, l’administration d’Epo augmente fortement le nombre de CFU-Es et de
précurseurs érythroïdes jusqu’au stade d’érythroblastes basophiles, principalement en évitant
leur apoptose et à un moindre degré en augmentant leur prolifération. L’Epo est donc le
régulateur majeur de la production de globules rouges et délivre les signaux essentiels de
croissance, survie et différenciation aux progéniteurs et précurseurs érythroïdes.
L’Epo exerce son effet en stimulant le REpo. Le REpo existe à l’état dimérique
lorsqu’il n’est pas lié à son ligand. Lors de la fixation de l’Epo, le récepteur subit un
changement conformationnel qui permet la transphosphorylation et l’activation de la voie
JAK/STAT, ras/Raf/Erk, PI3K/AKT et la tyrosine kinase Lyn membre de la famille des Src
114,156,334,335,125,154,336.  En effet, après la phosphorylation du REpo par JAK2, Lyn se fixe sur le
récepteur et phosphoryle des protéines de la signalisation intracellulaire telles que STAT5,
Crkl, Plc et Erk ainsi que le REpo lui-même 154,336,146,337.
La lignée érythroleucémique J2E, immortalisée au stade de proérythroblaste/
érythroblaste basophile, a été utilisée pour décrypter le rôle de Lyn dans la signalisation de
l’Epo. Les cellules de cette lignée J2E différencient sous Epo. Un sous-clone de la lignée J2E,
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les cellules J2E-NR sont déficientes pour Lyn et montrent un défaut de différenciation en
réponse à l’Epo 146. La surexpression de Lyn dans cette lignée restaure le défaut de
différenciation et à l’inverse, l’expression d’un dominant négatif de Lyn dans la lignée
parentale J2E inhibe la différenciation érythroïde induite par l’Epo 146,337. Le rôle majeur de
Lyn sur la différenciation érythroïde a été démontré sur des érythroblastes primaires humains,
où l’inactivation sélective de Lyn inhibe la différenciation érythroïde au stade d’érythroblaste
basophile 153. L’effet de l’inhibition de Lyn sur la différenciation érythroïde passe
probablement par GATA-1. En effet, les érythroblastes de souris déficientes pour Lyn
n’expriment pas GATA-1 et EKLF, l’expression de STAT5a/b est diminuée et une anomalie de
différenciation terminale est observée, ainsi qu’une augmentation du nombre de BFU-Es et
CFU-Es dans la rate associée à une anémie 147. Une autre étude réalisée sur des érythroblastes
issus de souris Lyn -/-  confirme un rôle de Lyn dans la différenciation puisque les
érythroblastes matures (Ter119pos) de ces souris sont diminués et l’expression de Bcl-XL est
également inhibée 148.
Dans le laboratoire, nous avons démontré que la protéine Hsp70 est localisée dans le
cytoplasme et le noyau où elle colocalise avec GATA-1, au cours de la différenciation
érythroblastique. Au cours de l’apoptose induite par la déprivation en Epo, Hsp70 est
délocalisée du noyau vers le cytoplasme permettant ainsi le clivage de GATA-1 par la
caspase-3 activée. Nous proposons ainsi un modèle dans lequel, l'Epo détermine le destin des
érythroblastes (apoptose versus différentiation) en aval de la caspase-3 en régulant la
localisation d'Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et cytoplasmique) 329.
Etant donné que l’inhibition de Lyn dans les progéniteurs érythroïdes induit un arrêt de
différenciation au stade d’érythroblaste basophile également observé lors de l’inhibition
d’expression d’Hsp70, nous avons cherché à évaluer le rôle de Lyn sur la localisation
d’Hsp70 dans les progéniteurs érythroïdes primaires en présence d’Epo.
3.2      Matériels et Méthodes
Isolement et culture de progéniteurs érythroïdes
Après avoir isolé les cellules mononucléées par gradient de Ficoll (Amersham
Bioscience) à partir de sang de cordon, les progéniteurs hématopoïétiques CD34 positifs ont
été triés par sélection positive à l’aide d’anticorps anti-CD34 et de colonnes magnétiques
Midi-MACS (Isolation de CD34, Miltenyi). Les cellules sont ensuite cultivées dans un milieu
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sans sérum IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10
ng/ml), IL6 (100 ng/ml) pendant 7 jours puis, les cellules CD36+ sont isolées à l’aide de
l’anticorps anti-CD36 et de colonnes magnétiques Midi-MACS (Miltenyi) et cultivées en
IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), Epo
(2 U/ml).
Transfection de progéniteurs CD34+
L’ARN interférence (siRNA) de Lyn a été conçu par Dharmacon. Le  siRNA contrôle a
également été fourni par Dharmacon.
2.106 cellules CD34 cultivées 5 jours en presence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml),
IL6 (100 ng/ml) ont été transfectées avec le kit de nucléofection Amaxa selon les instructions
du fabriquant soit avec 1,87 µg de siRNA contre Lyn ou contrôle puis, remises en suspension
et cultivées en présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), IL6 (100 ng/ml). Le lendemain,
les cellules sont lavées avec du milieu à 37°C et remises en suspension à une concentration
finale de 5.105 cellules/ml en IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en présence d’IL3 (10
ng/ml), Epo (2 U/ml).
Western Blotting
Les progéniteurs érythroïdes sont lavés deux fois en PBS addititonné de 1 mM de
Na3Vo4 avant d’être lysées dans un tampon laemmli à 95°C (62,5 mM Tris HCl pH 6,8, 1%
SDS, 1,15% Glycérol, additionné de bleu de bromophénol). D’autre part, afin de séparer les
protéines cytoplasmiques et nucléaires, après deux lavages en PBS addititonné de 1 mM de
Na3VO4, les cellules sont lysées dans un tampon  (20 mM Hepes, 10 mM Kcl, 1mM EDTA,
10% glycerol) additionné d’agents détergents (0.2% NP40), d’inhibiteurs de protétéases
(1mM pmsf, 1 mM Na3VO4, 20 µg/ml aprotinine, 20 µg/ml leupeptine, 10 µg/ml pepstatine).
Après récupération des protéines cytoplasmiques, le culot contenant les protéines nucléaires
est lysé dans un tampon (20 mM Hepes, 10 mM Kcl, 1mM EDTA, 350mM NaCl, 20%
glycerol) additionné d’inhibiteurs de protétéases. La quantité de protéines est mesurée par
méthode colorimétrique (micro BCA protein assay, Pierce, EU) et, après addition de 5% (v/v)
de mercaptoéthanol, 50 µg de protéines par condition sont déposées sur un gel de
polyacrylamide concentré à 12%. Les protéines, séparées par leur poids moléculaire, sont
ensuite transférées sur une membrane en PVDF (GE Healthcare, EU)). Une fois la membrane
séchée puis réhydratée dans de l’éthanol 100% et bloquée par 4% de BSA afin d’éviter les
fixations aspécifiques, la présence des protéines d’intérêt  est détectée par des anticorps anti-
Hsp70, anti-Hsc70 (Tebu, France), anti-Lyn, anti-GATA-1 (santa Cruz, France), anti-HA
106
(Covance), anti-PY102 (Cell signalling) suivis d’un anticorps secondaire conjugué à l’HRP
(Pierce, EU). Le couplage est visualisé par chimiluminescence avec le kit ECL (Pierce).
Immunoprécipitation
80 106 CD36 cultivées pendant 8 jours en IMDM BIT 15%, 1% PS, 1% glutamine en
présence de SCF (100ng/ml), IL3 (10 ng/ml), Epo (2 U/ml) sont lysées dans le tampon
d’immunoprécipitation (tampon d’IP) (20 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA,
0,2% NP40, inhibiteurs de protéases Roche) additionné de 1mM Na3VO4 et 10mM NaF
pendant 30 minutes sur glace puis, centrifugées à 13000rpm, 10 minutes à 4°C. 700 µg de
protéines sont incubées avec les anticorps anti-Hsp70 de souris ou l’Ig contrôle pendant 1h à
4°C sous agitation. Ensuite, le complexe est précipité avec 20 µl de protéine A/G sur billes de
sépharose (Amersham) pendant 1 h à 4°C sous agitation et les billes sont lavées 4 fois dans le
tampon d’IP puis, resuspendues dans le laemmli buffer avant le dépot sur gel de
polyacrylamide de 12%.
Génération de mutants d’Hsp70
Les constructions des mutants d’Hsp70, Y524F, Y524D, Y15A and Y15D ont été
réalisés par mutagénèse dirigée suivant les instructions du kit (Stratagen’s QuickChange II
site directed mutagenesis Kit, Agilent technology, Massy, France). Le plasmide pcdna3
Hsp70WT a été utilisé comme vecteur de départ pour l’annealing des oligonucléotides mutés
suivants (synthétosés par Cogenics (Meylan, France):
Y524F reverse primer (5´ GAGGCGGAGAAGTTCAAAGCGGAGGACGAG3’) forward
primer (5’ CTCGTCCTCCGCTTTGAACTTCTCCGCCTC 3’); Y524D reverse primer (5´
GAGGCGGAGAAGGACAAAGCGGAGGACGAG 3’) forward primer (5’ CTCGTCCTC
CGCTTTGTCCTTCTCCGCCTC 3’ ) ;  Y294D reve r se  p r imer  (5 '
GTGATGGACGTGTCGAAGTCGAT G  3 ' )     f o r w a r d  p r i m e r  ( 5 '
CATCGACTTCGACACGTCCATCAC 3’) ,   Y294F reverse  pr imer  (5 '
CTGGTGATGGACGTGAAGAAGTCGAT G  3 ' )  f o r w a r d  p r i m e r  ( 5 '
CATCGACTTCTTCACGTCCATCACCAG ').
Culture et transfection des 293T
La lignée cellulaire 293T est cultivée en DMEM, 1% PS, 1% glutamine en présence de
10% SVF (Hiclone) à une densité de 1 105 cellules/ml.
24h avant la transfection, 7 105 293T en DMEM 10% SVF Glutamine sans
antibiotiques (PS) sont plantées dans une plaque de 6 cm de diamètre. Le lendemain, les
cellules à 50-70 % de confluence sont transfectées par 5 µg de plasmides à l’aide du kit
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JetPEI Polyplus (Ozyme) selon les instructions du fabriquant. Après 48h, les cellules sont
lysées et les protéines taggées HA sont immunoprécipitées à l’aide du kit anti-HA microbeads
(Myltneyi) puis déposées sur un gel de polyacrylamide concentré à 12%.
Marquage immunocytologique et analyse par microsopie confocale
5.106 cellules ont été diluées dans du PBS 1X SVF 2% et centrifugées pendant 5
minutes à 300 rpm sur lames Superfrost. Celles-ci ont été conservées à –80°c. Pour
l’immuno-marquage, les cellules ont été décongelées sur glace ; fixées à l’acétone ; hydratées
pendant 30 minutes avec du tampon PBS 1X, BSA 1% ; perméabilisées en PBS 1X,
formaldéhyde 2% pendant 20 minutes puis en PBS 1X, triton 0,2% pendant 5 minutes à 4°c.
Les sites aspécifiques ont été bloqués avec de la BSA 10% pendant 30 minutes. Pour le
marquage, les anticorps ont été dilués en PBS 1X, BSA 1%, Tween20 0,1% et les lavages ont
été réalisés avec du PBS 1X, BSA 1%. Les cellules ont été incubées séquentiellement avec
l’anticorps de lapin anti-Hsp70 (Santa Cruz) au 1/100ème pendant 1 heure à température
ambiante; l’anticorps anti-IgG de lapin couplé à cy5 (Jackson ImmunoResearch) au 1/20ème
pendant 1 heure à température ambiante ; l’iodure de propidium (BD) au 1/50ème, pendant 5
minutes à température ambiante. Après 3 lavages , les cellules ont été mises sous lamelles
avec du milieu de montage Fluoprep (Biomérieux). Les lames ont été analysées à l’aide d’un
microscope confocale (LSM 510 Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).
3.3      Résultats
L’inhibition de Lyn induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70
Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer la voie de signalisation
activée par l’Epo qui est impliquée dans la localisation nucléaire d’Hsp70. Pour cela, dans des
érythroblastes primaires cultivés en présence d’Epo, les voies de signalisation JAK2, PI3-K,
Erk et Src ont été inhibées à l’aide des inhibiteurs chimiques AG490, LY294002, PD98059 et
PP2 respectivement puis, la localisation subcellulaire d’Hsp70 a été déterminée par
microscopie confocale. La privation en Epo ainsi que l’inhibition des voies JAK2 et Src
induisent une diminution de la localisation nucléaire d’hsp70 alors que l’inhibition des voies
PI3-K et Erk ne modifie pas la localisation subcellulaire de la chaperonne (figure 1A). JAK2
étant en amont de la cascade de signalisation et Lyn étant la Src kinase la plus exprimée au
cours de l’érythropoïèse, nous avons approfondi l’étude de la voie Lyn. Par western blotting
et microscopie confocale, on observe que l’inhibition de l’expression de Lyn par ARN
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interférence dans des érythroblastes cultivés en présence d’Epo induit également la
délocalisation nucléaire d’Hsp70 ainsi que la diminution d’expression de GATA-1 (figure 1B
et C). Ces résultats suggèrent que la tyrosine kinase Lyn activée par l’Epo est indispensable à
la localisation nucléaire d’Hsp70.
Figure 1 : L’inhibition de Lyn induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70.
A) Des érythroblastes cultivés 5 jours en présence d’Epo, SCF, IL3 ont été incubés 6h en
présence de AG490 (50 µM), LY294002 (25 µM), PD98059 (20 µM), PP2 (10 µM) ou en
absence d’Epo, puis 1 105 cellules ont été cytocentrifugées sur lame et marquées par
l’anticorps anti-Hsp70 puis visualisées par un microscope confocal Zeiss.
2 106 cellules cultivées 5 jours en présence de SCF, IL3, IL6 ont été électroporées par le
siRNA Lyn ou contrôle. 24h après la transfection, les cellules sont cultivées pendant 3 jours
en présence d’Epo et IL3 puis B) les fractions cytoplasmiques et nucléaires sont déposées sur
gel de polyacrylamide et les protéines sont détectées à l’aide des anticorps indiqués et C)
l’analyse de la localisation d’Hsp70 et de l’expression de GATA-1 ont été réalisées par
microscopie confocale.
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L’Epo empêche l’export nucléaire d’Hsp70 par la voie Lyn
Afin de déterminer l’effet de l’Epo et de Lyn sur l’import ou l’export nucléaire
d’Hsp70, nous avons utilisé la Leptomicyn B (LMB), un inhibiteur de l’export nucléaire Crm-
1 dépendant, et analysé son effet sur la localisation nucléaire d’Hsp70 en condition de
privation en Epo ou pas ou en présence de l’inhibiteur des Src kinases SU6656 ou pas. Par
western blotting, on observe qu’en condition de privation en Epo, la LMB prévient l’export
nucléaire d’Hsp70 alors qu’en présence d’Epo, la LMB n’augmente pas la localisation
nucléaire d’Hsp70 (figure 2 A). De plus, en présence d’Epo, l’inhibition de la voie Lyn par
l’inhibiteur chimique SU6656 induit la diminution d’Hsp70 nucléaire. Celle-ci est rétablie
par l’ajout de LMB (figure 2B). Ces résultats montrent que l’Epo, en activant la voie Lyn,
permet la localisation nucléaire d’Hsp70 en empêchant son export nucléaire.
Figure 2 : L’Epo prévient l’export nucléaire d’Hsp70 par la voie Lyn.
Extraits nucléaires d’érythroblastes cultivés 7 jours sous Epo, SCF, IL3 et A) déprivés ou non
en cytokines, en présence ou non de LMB (20nM) pendant 6h B) incubés ou non avec
l’inhibiteur SU6656 à 5nM, en présence ou non de LMB (20nM) pendant 6h.
Lyn induit la phosphorylation sur tyrosine d’Hsp70
Lyn étant une tyrosine kinase, nous avons testé si elle était capable de phosphoryler
directement Hsp70. Dans un premier temps, nous avons vérifié s’il existe une interaction
physique directe entre les deux protéines. Pour cela, Hsp70 a été immunoprécipité à partir de
lysat total d’érythroblastes et par wester-blotting, on observe que Lyn co-immnuprécipite avec
Hsp70 dans les érythroblastes primaires en présence d’Epo et pas dans le contrôle (figure 3A).
Dans les 293T, la construction plasmidique d’Hsp70 munie du tag HA a été co-transfectée
avec le plasmide dominant négatif de Lyn (Lyn DN), Lyn Y397F, ou la forme activée, Lyn
Y508F. Le résultat d’immunoprécipitation d’Hsp70 à l’aide du tag HA montre à nouveau que
Lyn interagit directement avec Hsp70 (Figure 3C). Cependant, on observe que seule la forme
de Lyn activé, Lyn Y508F, interagit avec Hsp70. De plus, à l’aide de l’anticorps anti PY102
qui détecte des phosphorylations sur résidus Y, on observe qu’Hsp70 WT est phosphorylée en
présence de Lyn activé et pas en présence du Lyn DN (Figure 3C). Il semble donc que Lyn
interagisse avec Hsp70 et induise sa phosphorylation.
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Dans un second temps, nous avons donc recherché les tyrosines d’Hsp70
potentiellement ciblées  par la kinase Lyn à l’aide du logiciel Group-based Prediction System
2 (GPS2). Il apparaît que la tyrosine 524, déjà connue pour induire la localisation nucléaire
d’Hsp70 sous sa forme phosphorylée lors d’un choc thermique 338 et la tyrosine 294 sont des
cibles possible de Lyn. Afin de vérifier cette hypothèse, les tyrosines 524 et 294 d’Hsp70 ont
été mutées. Les mutants d’Hsp70 ou Hsp70 WT ont été transfectés dans des 293T en présence
de Lyn Y508F activé, puis le statut de phosphorylation d’Hsp70 a été déterminé par western
blotting après immunoprécipitation par le tag HA des mutants d’Hsp70. La figure 3C montre
que la mutation de la tyrosine 294 et pas celle de la tyrosine 524 diminue le statut de
phosphorylation d’Hsp70 lorsque ce mutant est co-exprimé avec Lyn activé suggérant que la
tyrosine 294 est une cible de la phosphorylation de Lyn. Ensemble, ces résultats indiquent que
Lyn interagit avec Hsp70 pour la phosphoryler sur la tyrosine 294 ce qui bloque probablement
son export nucléaire.
Figure 3 : Lyn interagit et phosphoryle Hsp70 sur la Y294.
A) Immunoprécipitation d’Hsp70 à partir de lysat total d’érythroblastes cultivés 8 jours en
présence d’Epo, SCF, IL3 et analyse des protéines après migration du complexe immnun sur
gel de polyacrylamide. B) Analyse sur la séquence d’Hsp70 des tyrosines  potentiellement
ciblées par la famille des Src kinase à l’aide du logiciel GPS2, avec un seuil de sensibilité
moyen. C) Le plasmide Hsp70 muni du tag HA WT ou muté pour la Y524 ou la Y294 ont été
co-transfectés avec Lyn Dominant négatif Y397F ou Lyn activé Y508F dans des 293T. Après
immnunoprécipitation du tag HA, le statut de phosphorylation sur tyrosines et la co-
immunoprécipitation ont été analysés grâce aux anticorps indiqués.
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Localisation subcellulaire de mutants d’Hsp70
Afin de confirmer le rôle de la phosphorylation des tyrosines 294 et 524 d’Hsp70 sur
le blocage de l’export de la chaperonne, la localisation de plasmides d’expression d’Hsp70
WT ou muté pour la tyrosine 294 ou 524 munis du tag HA a été analysée par microscopie
confocale dans des érythroblastes primaires cultivés en présence d’Epo. La mutation de la
tyrosine (Y) en phénylalanine (F) bloque la phosphorylation et selon notre hypothèse, va
induire l’export nucléaire d’Hsp70. A l’aide de l’anticorps anti-HA, les résultats indiquent
qu’Hsp70 Y294F reste localisée dans le noyau de manière similaire à Hsp70 WT, en présence
d’Epo sans LMB (moyenne de quantification de la fluorescence d’Hsp70 nucléaire par
rapport à la fluorescence d’Hsp70 cytoplasmique de 1 et 1,3 respectivement) (figures 4A et
B). Par contre, en présence d’Epo et sans LMB, la localisation nucléaire d’Hsp70 Y524F  est
diminuée de manière significative par rapport à Hsp70WT (moyenne de 0,4 et 1,3
respectivement) (figures 4A et B). En présence de LMB qu’il n’y a plus de diminution
significative ni pour le mutant Y524F, ni pour le mutant Y294A par rapport à la forme WT
(moyenne de 2,1 à 1,3 et de 1,1 à 1,3 respectivement) (Figures 4A et B). L’ensemble de ces
résultats montre que le blocage de phosphorylation de la tyrosine 294 n’induit pas l’export
nucléaire d’Hsp70 alors que la déphosphorylation de la tyrosine 524 entraîne l’export
nucléaire d’Hsp70.
Il semble donc que le mécanisme d’action de Lyn sur Hsp70 n’implique pas
directement sa phosphorylation mais il implique peut-être une phosphatase qui ciblerait la
Y524. Il est possible que Lyn inhibe cette phosphatase, permettant ainsi la phosphorylation de
la Y524 d’Hsp70 sous Epo.
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Figure 4 : la déphosphorylation de la tyrosine 524 et pas de la tyrosine 294 induit
l’export nucléaire d’Hsp70.
A) Analyse par microscopie confocale de la localisation d’Hsp70 à l’aide de l’anticorps anti-
HA dans des érythroblastes cultivés pendant 8 jours sous Epo, SCF, IL3 après 48h de
transfection par 5 µg de plasmide Hsp70 WT ou Hsp70 Y294F ou Hsp70 Y524F. B )
Quantification de la fluorescence d’Hsp70 nucléaire par rapport à la fluorescence d’Hsp70
cytoplasmique.
Effet de Lyn sur la phosphatase SHP2.
Dans le but de tester l’hypothèse émise ci-dessus, nous avons pensé que SHP2 pouvait
être un bon candidat en tant que phosphatase inhibée par Lyn. En effet, il existe une
interaction entre Lyn et SHP2 dans les mastocytes ou dans une lignée dépendante de
prolactine 339,340. D’autre part, une étude a montré qu’Hsp70 se lie à SHP2 dans une lignée
dépendante de l’EGF 341. Nous avons donc testé l’interaction directe entre Lyn, SHP2 et
Hsp70 dans des érythroblastes primaires. Pour cela, Lyn a été immunoprécipité à partir de
lysat total et par western-blotting, on observe que SHP2 et Hsp70 co-immnuprécipitent avec
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Lyn dans les érythroblastes primaires en présence d’Epo (figure 5A). Ensuite, nous avons
testé l’effet de Lyn sur l’activation de la phosphatase. Lors de l’inhibition d’expression de Lyn
par siRNA dans des érythroblastes primaires, on observe par western blotting que le statut de
phosphorylation de la tyrosine 542 de SHP2 est augmenté, traduisant une augmentation de
l’activité de la phosphatase (figure 5B).
Ces résultats montrent que Lyn interagit directement avec SHP2 pour inhiber son
activité en présence d’Epo dans les érythroblastes. Il est donc probable que Lyn, en inhibant
SHP2, permet la phosphorylation de la Y524 d’Hsp70 qui sera alors maintenue dans le noyau.
Cependant, il reste encore à déterminer la kinase responsable de la phosphorylation de cette
Y524.
Figure 5 : Lyn interagit avec et inhibe la phosphatase SHP2 sous Epo.
A) Immunoprécipitation de Lyn à partir de lysat total d’érythroblastes cultivés 8 jours en
présence d’Epo, SCF, IL3, déprivés pendant 6 h en cytokines et stimulés 5 minutes par 10u/ml
d’Epo à 37°c puis analyse des protéines indiquées après migration du complexe immnun sur
gel de polyacrylamide. B) 2 106 cellules cultivées 5 jours en présence de SCF, IL3, IL6 ont été
électroporées par le siRNA Lyn ou contrôle. 24h après la transfection, les cellules sont
cultivées pendant 3 jours en présence d’Epo et IL3.  Les lysats totaux de cellules déprivées
pendant 6h et cytokines et stimulées pendant 5 minutes par 10u/ml d’Epo à 37°c sont
déposées sur gel de polyacrylamide et les protéines sont détectées à l’aide des anticorps
indiqués.
3.4      Conclusions résultats 3
Bien que le rôle de Lyn dans la différenciation érythroïde soit décrit, le mécanisme
d’action de Lyn n’était pas encore établi. Dans cette étude, nous avons établi un modèle
physiologique dans lequel Lyn joue un rôle majeur pour la survie et la différenciation des
érythroblastes normaux en permettant la localisation nucléaire d’Hsp70. En effet, au cours de
la différenciation érythroïde, l’Epo induit la localisation nucléaire d’Hsp70 qui protège
GATA-1 du clivage de la caspase-3 activée transitoirement. Le modèle établi ici explique
donc la diminution d’expression de GATA-1 observée dans les souris invalidées pour Lyn 147
114
ainsi que la diminution d’expression de Bcl-XL dans des érythroblastes de souris invalidées
pour Lyn 148.
Il a été préalablement décrit que la localisation de Lyn est aussi nucléaire, cependant
son rôle n’est pas clair 342. Une étude récente montre que LIAR (pour Lyn interacting ankyrin
repeat), une nouvelle protéine permettant le transfert entre le cytoplasme et noyau de Lyn,
influence la différenciation érythroïde 343. En effet, l’expression de LIAR délété pour sa NLS
entraîne un défaut de différenciation dans la lignée J2E sous Epo qui peut être lié à la
diminution de Lyn dans le noyau. Nous suggérons ici que Lyn est impliqué indirectement
dans la phosphorylation d’Hsp70 dans ce compartiment. De plus, une autre étude montre
qu’au cours de l’apoptose, Lyn est clivé par la caspase-3 en N-terminal, générant une forme
soluble de la protéine dont l’activité kinase est augmentée, permettant probablement ainsi la
protection contre l’apoptose 344. Il serait intéressant de vérifier si, au cours de l’activation de la
caspase-3 observée lors de la différenciation érythroïde terminale, Lyn est clivé. Le produit de
clivage de Lyn pourrait générer une forme active de Lyn et permettre la phosphorylation
d’Hsp70 augmentant ainsi la localisation nucléaire d’Hsp70 qui protège GATA-1 du clivage
par la caspase-3.
Nos résultats suggèrent que l’Epo, via Lyn, permet la localisation nucléaire d’Hsp70
en bloquant son export nucléaire.  Il est donc probable qu’Hsp70 entre de manière passive
dans la noyau. Il a été décrit qu’Hsp70 est cytosolique et nucléaire 345346 et passe d’un
compartiment à un autre 347. Hsp70 possède une séquence de localisation nucléaire (NLS pour
nuclear related sequence) 348 capable de mener la pyruvate kinase, une protéine cytosolique,
dans le noyau 349. En effet, Hsp70 a été identifiée comme nécessaire pour l’import
nucléaire, et son rôle dans le transport nucléaire a été montré par différentes études 317255318319.
Ces études indiquent qu’Hsp70 agit pendant la phase d’attachement mais également lors de la
phase de translocation de l’import nucléaire, probablement par son activité chaperonne en
favorisant la formation et la stabilité du complexe Srp1p-NLS-substrat 320. De cette manière,
Hsp70 traverse la NE et entre dans le noyau comme facteur de transport en association avec le
substrat NLS et Srp1p. Il a été montré qu’une mutation de NUP155, une nucléoporine ou
composant moléculaire critique pour l’assemblage et la fonction du NPC, est responsable de
la fibrillation atriale. En effet, la perte de fonction de NUP155 entraîne une diminution de la
perméabilité de la NE et une inhibition de l’import nucléaire d’Hsp70 321.
La délocalisation nucléaire d’Hsp70 a été observée lors de l’inhibition des Src kinases
mais aussi de la kinase JAK2. Bien que Lyn se lie directement sur le REpo, Lyn n’est pas
activée si un récepteur muté pour le site de liaison de JAK2 est exprimé dans la lignée J2E, ce
115
qui indique que JAK2 est la première kinase activée dans la signalisation de l’Epo et que Lyn
est la kinase secondaire 337. L’inhibition de JAK2 entraîne donc l’inhibition successive de
Lyn, ce qui explique la délocalisation d’Hsp70 lors de l’inhibition de JAK2. De plus, la
tyrosine 524, est un motif potentiel de phosphorylation d’une kinase de la famille des kinases
Tec qui comprend entre autres Btk (selon le logiciel GPS2 avec un seuil sensibilité élevé).
Celle-ci est activée au cours de l’érythropoïèse dans un premier temps par Lyn en réponse au
SCF puis par JAK2 en réponse à l’Epo 186. Il n’est donc pas exclu que Btk soit directement
impliqué dans la phosphorylation de la Y524 et la localisation nucléaire d’Hsp70. Cette
hypothèse expliquerait l’effet de l’inhibition de Lyn et de JAK2 sur la localisation
subcellulaire d’Hsp70.
Il est probable qu’une dérégulation de la localisation de cette protéine soit responsable
d’une érythropoïèse pathologique notamment dans la polyglobulie de vaquez où une mutation
de JAK2 dans le domaine pseudokinase entraîne la prolifération de colonies érythroïdes
spontanées, une hypersensibilité à l’Epo et une différenciation érythroïde indépendante de
l’Epo 350. La différenciation érythroïde indépendante d’Epo des érythroblastes de patients peut
être diminuée par les inhibiteurs de JAK2 mais aussi des Src kinases 351. D’autre part, au cours
de l’érythroleucémie induite par le virus de Friend, les érythroblastes de souris déficientes
pour Lyn ne développent pas de polyglobulie, suggérant un rôle de Lyn dans la phase tardive
de la différenciation érythroïde terminale de la transformation 352. De plus, l’expression
constitutive de la kinase Src peut remplacer la signalisation du REpo 353. Il apparaît donc que
la dérégulation des Src kinases et de Lyn, probablement liée à son effet sur la modulation de
la localisation d’Hsp70, peut être responsable de pathologies érythroïdes et pourrait donc être
envisagée comme alternative thérapeutique.
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4    Rôle de la protéine de choc thermique Hsp27 au cours de la
différenciation érythroïde terminale:
4.1      Contexte scientifique et situation du projet
Au cours de la différenciation érythroïde terminale, le niveau d’expression de GATA-1
semble un critère essentiel pour une maturation efficace, il être finement régulé. En effet, la
diminution d’expression ou encore la surexpression de la protéine entraîne un arrêt de
maturation et l’apoptose des progéniteurs érythroblastiques. GATA-1 permet la différenciation
érythroïde terminale en induisant l’expression de gènes érythroïdes tels que le REpo, la
globine ou encore Bcl-XL. Cependant, la surexpression de GATA-1 peut mener à un
phénotype tel que la létalité embryonnaire 46. GATA-1 permet donc la différenciation
érythroïde mais aussi l’arrêt du cycle nécessaire à la différenciation terminale 31. La protéine
de choc thermique Hsp27 étant bien connue pour réguler la dégradation protéasomale de
protéines, nous avons décidé d’étudier son rôle dans la régulation fine de GATA-1. Le rôle
d’Hsp27 a été bien décrit dans diverses lignées tumorales mais très peu dans le système de
différenciation érythroïde terminale.
Le rôle cytoprotecteur d’Hsp27 est lié à sa capacité d’inhiber les caspases mais aussi à
sa capacité de promouvoir la dégradation protéasomale. Hsp27 joue un rôle primordial de
survie et prolifération au niveau du protéasome en favorisant l’ubiquitinylation et la
dégradation protéasomique de certains substrats protéiques  tels que Iκ-Bα 287 ou encore
p27Kip1 288.
Les protéines emmenées vers puis dégradées par le protéasome sont ubiquitinées. En
effet, les sous-unités du protéasome reconnaissent les chaînes d’ubiquitine. Il a été montré que
la forme acétylée et ubiquitinée de GATA-1 est dégradée par le protéasome 60.
Nous avons donc émis l’hypothèse qu’Hsp27 pourrait jouer un rôle dans la
dégradation de GATA-1, dégradation indépendante des caspases et  nécessaire à la
différenciation érythroïde terminale.
4.2      Hsp27 controls GATA-1 protein level during erythroid cell
differentiation
Aurélie De Thonel*, Julie Vandekerckhove *, David lanneau, Subramania Selvakumar,
Geneviève Courtois, Mathilde Brunet, Sébastien Maurel, Arlette Hammann, Jean-Antoine
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Ribeil, Yael Zermati, Anne-Sophie Gabet, Joan Boyes, Eric Solary, Olivier Hermine, Carmen
Garrido.
*premiers co-auteurs     Blood, soumis
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4.3      Conclusions article 4
Dans cette étude, nous avons mis en évidence un rôle d’Hsp27 dans la dégradation
protéasomale de GATA-1 au cours de la différenciation érythroïde terminale de cellules
primaires.
Hsp27 est exprimé dans les érythroblastes primaires mais aussi dans la lignée K562 et
son inhibition par siRNA entraîne l‘augmentation de l’expression de GATA-1 induisant le
bloquage de la différenciation érythroïde terminale. Il semble que le renouvellement de
GATA-1 par le système du protéasome soit nécessaire mais aussi augmenté au cours de la
maturation érythroïde.
Nos résultats montrent qu’Hsp27 est phosphorylée par la voie des MAPK puisque
l’inhibition de la voie p38 induit une diminution de la phosphorylation de la chaperonne. Il
apparaît que la forme phosphorylée d’Hsp27 augmentée au cours de la maturation terminale,
entre dans le noyau des érythroblastes pour interagir avec la forme acétylée de GATA-1.
Hsp27 entraîne alors l’ubiquitinylation et la dégradation protéasomique de GATA-1.
Il est connu que GATA-1 acétylé et phosphorylé est transcriptionnellement actif et que
l’acétylation qui induit l’ubiquitinylation du facteur de transcription entraîne sa dégradation
protéasomale. Ensemble, nos résultats indiquent qu’Hsp27 est impliqué dans ce processus de
régulation d’expression de GATA-1 au cours de la différenciation érythroïde terminale. De
plus, nous proposons un modèle dans lequel la voie des MAPK, connue pour jouer un rôle
dans la maturation érythroïde en phosphorylant GATA-1, intervient également dans le
processus de dégradation de GATA-1 par l’intermédiaire de la phosphorylation d’Hsp27.
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Discussion générale
et perspectives
1    Régulation fine de GATA-1 par les protéines de choc thermique
Hsp70 et Hsp27.
L’érythropoïèse un processus complexe régit entre autres par GATA-1. Le niveau
d’érythroblastes produits doit être très finement régulé, il est donc crucial que le niveau
d’expression de GATA-1 soit très finement contrôlé. En effet, son niveau d’activité doit être
finement régulé pour une érythropoïèse normale. Il doit être élevé dans les stades précoces de
la différenciation érythroïde, mais il doit être diminué pour une bonne différenciation
terminale 46 ce qui implique  que la protection ainsi que la dégradation de la protéine soient
des mécanismes importants pour la fonction de GATA-1. Dans ce travail, nous mettons en
évidence un nouveau rôle des protéines de choc thermique Hsp70 et Hsp27 dans ce processus
de régulation du niveau d’expression de GATA-1.
Il a été démontré que la régulation négative de l’érythropoïèse physiologique peut se
faire par l’intermédiaire du récepteur de mort Fas et de son ligand. En effet, l’action des
érythroblastes matures qui expriment le FasL sur les érythroblastes immatures qui expriment
le récepteur induit  l’activation des caspases provoquant la dégradation de GATA-1 par
clivage 225. Parce que le niveau d’activation des caspases est lié à l’intensité de la stimulation
du récepteur de mort, le degré de régulation des érythroblastes immatures est corrélé au
nombre d’érythroblastes matures au sein de l’îlot érythroblastique. Cette étude montre que
l’activation des caspases via le récepteur de mort induit l’arrêt de différenciation érythroïde
terminale au stade d’érythroblaste basophile. Cet arrêt de différenciation est lié à la
diminution du niveau de GATA-1 suite au clivage par les caspases puisque l’expression d’un
mutant de GATA-1 non clivable par les caspases à la différence de GATA-1 WT, restaure la
différenciation érythroïde. Cependant, l’activation des caspases est indispensable à la
différenciation érythroïde terminale 231.  En effet, l’inhibition des caspases induit l’arrêt de
maturation des progéniteurs érythroïdes au stade d’érythroblaste basophile. Lors de la
différenciation érythroïde, la caspase-3 est activée de manière transitoire par la voie
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mitochondriale et clive des protéines impliquées dans l’intégrité du noyau (Lamine B) et la
condensation de la chromatine (Acinus). Le clivage de ces protéines induit les modifications
morphologiques observées au cours de la maturation érythroblastique. Cependant il n’y a pas
de mortalité cellulaire et le facteur de transcription érythroïde GATA-1 n’est pas clivé. Ainsi,
le devenir des précurseurs érythroïdes est déterminé en aval de l’activation des caspases en
fonction des substrats qu’elles clivent. Il semble donc qu’il y ait des mécanismes de
protection sélective des substrats des caspases activées lors de l’érythropoïèse et que GATA-1
soit protégé du clivage des caspases.
Dans ce travail, nous avons mis en évidence qu'Hsp70 est une nouvelle protéine au
cours de la différenciation érythroïde terminale qui par son interaction avec une de ces cibles
joue un nouveau rôle anti-apoptotique majeur en empêchant le clivage de GATA-1 par la
caspase-3 (figure 22).
Figure 22 Nouveau rôle anti-apoptotique d’Hsp70.
(Entouré en rouge) Au cours de la différenciation érythroïde terminale, Hsp70 interagit avec
GATA-1 dans le noyau des érythroblastes, le protégeant ainsi du clivage de la caspase-3
activée transitoirement au cours du processus de maturation.
La protéine Hsp70 est localisée dans le cytoplasme et le noyau où elle colocalise avec GATA-
1, au cours de la différenciation érythroblastique. Au cours de l’apoptose induite par la
déprivation en Epo, Hsp70 est délocalisée du noyau vers le cytoplasme permettant ainsi le
clivage de GATA-1 par la caspase-3 activée. Nous proposons ainsi un modèle dans lequel,
l'Epo détermine le destin des érythroblastes (apoptose versus différentiation) en aval de la
149
caspase-3 en régulant la localisation d'Hsp70 (cytoplasmique versus nucléaire et
cytoplasmique) (Figure 23).
Figure 23 Rôle d'Hsp70 dans la détermination du destin des érythroblastes  sous Epo.
Sous Epo, Hsp70 protège GATA-1 du clivage de la caspase-3 permettant la différenciation. La
privation en Epo induit la délocalisation nucléaire d’Hsp70 et l’apoptose des érythroblastes
dûe au clivage de GATA-1 par la caspase-3.
A l’inverse, il a été démontré que la surexpression de GATA-1 inhibe la différenciation
érythroïde 354 46. Il est donc essentiel que GATA-1 soit dégradé lors de la phase tardive de la
différenciation érythroïde. Il a été décrit que GATA-1 peut être régulé négativement par
l’action de FasL sur son récepteur de mort, cependant, ce processus n’est probablement pas
responsable de la diminution d’expression de GATA-1 tardive puisqu’il a lieu au stade
d’érythroblaste basophile. Dans ce travail, nous avons montré qu’Hsp27 joue un rôle dans le
processus de dégradation de GATA-1 par le protéasome. En effet, une fois phosphorylée par
la voie des MAPK, Hsp27 migre dans le noyau des érythroblastes matures afin d’interagir
avec GATA-1, induire son ubiquitinylation et l’emmener vers le protéasome. Ce travail décrit
un nouveau rôle d’Hsp27 dans la différenciation érythroïde.
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Figure 24 Modèle de la régulation dynamique de GATA-1 au cours de l'érythropoïèse.
Le niveau de GATA-1 augmente au cours de la différenciation érythroïde terminale et ce
grâce à la protection d’Hsp70. GATA-1 est régulé négativement par un mécanisme faisant
intervenir Hsp27 et la dégradation protéasomale. (Adapté de la revue fereirra mol cell biol
2005).
2    Modèle de régulation de la localisation d’Hsp70 par C-Kit et REpo.
Dans ce travail, nous montrons que la signalisation activée par c-Kit induit l’export
nucléaire d’Hsp70 au stade précoce de la différenciation érythroïde, jusqu’au stade
d’érythroblaste basophile. Il est probable qu’Hsp70, par son double rôle de protéine
chaperonne et anti-apoptotique, soit indispensable dans le cytoplasme de ces érythroblastes.
En effet, en interagissant avec la protéine pro-apoptotique bax, Hsp70 empêche sa
translocation mitochondriale 299. Il a également été décrit un rôle anti-apoptotique d’Hsp70
par l’inactivation de JNK et l’inhibition de l’apoptose dépendante de Bid 296. Il serait
intéressant de tester si Hsp70 module ces protéines pro-apoptotiques dans les progéniteurs
érythroïdes, ce qui empêcherait peut-être une activation de la caspase-3 trop précoce.
Il nous reste à démontrer que l’expression prolongée de c-Kit  induit le blocage de la
différenciation érythroïde terminale et l’apoptose des progéniteurs érythoïdes par la perte de
protection de GATA-1 et ce,  au stade d’activation de la caspase-3 dans les érythroblastes
normaux. Ce modèle permettrait d’expliquer le phénotype qu’on observe chez certains
patients atteints de SMD où il a été décrit une surexpression de c-Kit 332. Confortant nos
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résultats, il a été décrit qu’au cours de la phase précoce de la maturation érythroïde terminale,
c-Kit agit sur la prolifération en retardant la différenciation  78 et que l’expression prolongée
de c-Kit entraîne un défaut de la maturation érythroïde 355. Il est donc indispensable que
l’expression de c-Kit soit diminuée au cours de la différenciation terminale afin de permettre à
Hsp70 de s’accumuler dans le noyau des érythroblastes et de jouer son rôle de chaperonne
pour GATA-1 au moment où la caspase-3 est active.
De plus, nous avons observé que la diminution d’expression de c-Kit ou que
l’inhibition précoce de la voie PI3-K/AKT sont concomitantes à l’activation de la caspase-3.
Il serait donc intéressant d’étudier le rôle de la signalisation induite par c-Kit  sur l’activation
de la caspase-3. En effet, si la diminution d’expression de c-Kit est en partie responsable de
l’activation de la caspase-3, ceci permettrait une réelle synchronisation entre l’induction de la
différenciation par la caspase-3 activée et la protection de GATA-1 par Hsp70 nucléaire,
toutes deux indispensables à la maturation érythroïde terminale.
D’autre part, au cours de ce travail de thèse, nous avons démontré que le REpo permet
la localisation nucléaire d’Hsp70 et la protection de GATA-1 au stade d’activation des
caspases. Nous suggérons que la voie Lyn induite par l’Epo soit impliquée dans la rétention
nucléaire d’Hsp70 permettant aux érythroblastes de se différencier. D’autres études montrent
que la voie Lyn est majeure pour la différenciation érythroïde terminale. Récemment il a été
décrit un rôle essentiel de Lyn nduit par l’Epo dans la régulation négative de c-Kit ce qui
limite la coopération entre le SCF et l’Epo pour la prolifération et la survie des
proérythroblastes et rend les progéniteurs strictement dépendants de l’Epo 149. Par ailleurs, il a
été décrit que GATA-1 induit également la répression de c-Kit et d’AKT 355. Nos résultats
suggèrent qu’Hsp70 pourrait être le lien entre ces deux modèles d’inhibition de c-Kit. En
effet, l’Epo, en activant Lyn, permettrait à Hsp70 de protéger GATA-1 qui va inhiber
l’expression de c-Kit (figure 25).
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Figure 25 Effets de c-Kit et du REpo sur la localisation d'Hsp70.
Dans un premier temps, c-Kit en activant AKT induit l’export nucléaire d’Hsp70 (flèche
bleue pleine). Puis, lors de l’inhibition de l’expression de c-Kit, l’export nucléaire d’Hsp70
par AKT  est diminué (flèche bleue pointillée). Dans le même temps, l’Epo induit Lyn qui
inhibe également l’export nucléaire d’Hsp70 et la protection de GATA-1 du clivage par la
caspase-3 activée au stade d’érythroblaste basophile. GATA-1 inhibe l’expression de c-Kit et
AKT  (flèches rouges).
3    Implications dans des pathologies érythroïdes
3.1      Syndromes myélodysplasiques
Les syndromes myélodysplasiques (SMD) sont un exemple de maladie dans laquelle
la dérégulation de l’apoptose est responsable de manifestations hématologiques. Les SMD
sont des anomalies clonales de l’hématopoïèse qui se traduisent par une anémie, une
neutropénie et une thrombocytopénie mais la caractéristique particulière est la maturation
anormale (dysplasie) des trois lignages , généralement avec une hypercellularité de la moelle
osseuse et une augmentation de l’apoptose 356. Les SMD évoluent souvent vers une leucémie
aigüe myéloïde (LAM), mais la mort des patients peut aussi être la conséquence d’un défaut
de la moelle sans transformation leucémique.  Deux tiers environ des patients ont une anémie
au diagnostic et presque tous vont en développer une au cours de l’évolution, rendant
nécessaire de multiples transfusions. L’anémie affecte la qualité de vie des patients.
Un outil pronostic, le score IPPS (pour International Pronostic Score System), a été
établi sur l’analyse de 800 patients 357 et permet la définition de trois critères de pronostics
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efficaces pour la survie et le risque de transformation leucémique. Ces critères sont le
pourcentage de blastes médullaires, la cytogénétique de la moelle osseuse et le nombre de
cytopénies du sang périphérique. Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés au
SMD de bas grade, caractérisé par moins de 5% de blastes médullaires et un karyotype bon
357.
Le haut niveau d’apoptose est responsable du défaut d’érythropoïèse observé dans les
SMD 358. Cette augmentation du taux d’apoptose est typique des stades précoces et
intermédiaires du développement de la maladie. Une augmentation de la sensibilité à
l’apoptose est remplacée par une augmentation de la résistance à l’apoptose au cours de la
phase de progression de la maladie en leucémie 359.  L’augmentation de l’apoptose dans les
précurseurs de la moelle osseuse est une caractéristique observée chez la majorité de patients
atteints de SMD 360. L’analyse des mécanismes impliqués montre une implication des voies
intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose. Plusieurs études montrent que l’activation de la voie
Fas/FasL est un mécanisme pathogénique important du SMD 361,362,363. En effet, l’expression
de Fas est élevée au cours de la différenciation érythroïde chez les patients atteints de SMD
364,365. L’expression de FADD (Fas-associated death domain) est aussi élevée au cours du
stade précoce de la différenciation érythroïde et l’expression d’une forme dominant négatif de
FADD inhibe l’activité de la caspase-8 et la mort cellulaire mais restaure aussi la croissance
des BFU-E sans effet sur la différenciation 366. De plus, dans les érythroblastes matures,
l’expression de FasL est également augmentée chez les patients atteints de SMD 367. Ces
résultats montrent que les érythroblastes de SMD présentent une exacerbation du mécanisme
physiologique du contrôle de l’érythropoïèse médié par Fas et une apoptose dépendante de
Fas, même lors de la présence de hauts taux d’Epo. Outre la dérégulation de la voie
extrinsèque de l’apoptose, la voie intrinsèque est aussi observée avec relargage du
cytochrome c  de la mitochondrie et activation de la caspase-9 368.
La régulation négative de GATA-1 empêche la survie à long terme des cellules
érythroïdes, indiquant que ce mécanisme peut être impliqué dans des dysérythropoïèses  dans
lesquelles la stimulation de récepteur de mort est prolongée ou la voie intrinsèque de
l’apoptose est activée, comme dans le syndrome myélodysplasique 369. Des résultats
préliminaires de l’équipe du professeur Fontenay montrent en effet que de manière
concomitante avec l’activation des caspases, l’expression de GATA-1 est diminuée malgré la
présence de cytokines chez les patients atteints de SMD. L’addition d’un inhibiteur des
caspases restaure l’expression de GATA-1 suggérant que la diminution d’expression de
GATA-1 est dépendante du clivage par les caspases. L’expression ectopique de GATA-1 muté
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pour le site de clivage par les caspases protège les progéniteurs érythroïdes de patients de
l’apoptose et permet leur différenciation (résultats non montrés).
Dans ce travail de thèse, nous avons mis en évidence que le défaut de localisation
nucléaire d’Hsp70 lié à l’expression prolongée de c-Kit est en partie responsable de clivage de
GATA-1 par les caspases chez les patients de SMD de bas grade en général. Il a été démontré
que le mécanisme de transformation leucémique de progéniteurs érythroïdes de SMD est un
proccessus à plusieurs étapes 370. Actuellement, des anomalies d’oncogènes ou de gènes
associés à des tyrosines kinases tels que p53, ras, FMS et FLT3 peuvent contribuer au défaut
hématopoïétique qui caractérise l’évolution clonale du SMD vers la LAM 371,372,373,374. De plus,
des mutations du gène Kit au stade avancé de SMD particulièrement au codon 816 peuvent
être un événement additionnel qui contribue à la progression du SMD vers la LAM 375. Nous
proposons donc que l’expression prolongée de c-Kit responsable de la délocalisation nucléaire
d’Hsp70 et du clivage de GATA-1 soit un événement précoce du SMD, dans un second temps,
une mutation du gène de c-Kit pourrait participer à leucémogénèse.
 La modulation de la signalisation impliquée dans la localisation subcellulaire d’Hsp70
pourrait être envisagée comme alternative thérapeutique. Il serait intéressant de tester si le
Glivec, un inhibiteur de l’activité tyrosine kinase de c-Kit, pourrait restaurer la survie et la
différenciation érythroïde chez des patients de SDM dont l’expression de c-Kit est augmentée.
Il serait également intéressant de vérifier si le statut de phosphorylation et la
localisation d’Hp27 ainsi que l’activation de la voie des MAPK sont dérégulés chez les
patients atteints de SMD puisque nous avons montré qu’Hsp27 participe à la dégradation de
GATA-1.
Récemment, il a été démontré que la perte partielle et la diminution d’expression du
gène RPS14 sont responsables des SMD 5q- 376. Ce gène code pour une protéine importante
pour la biogénèse ribosomale. L’équipe de Golub a montré que l’inhibition de RPS14 inhibe
la différenciation érythroïde et induit l’apoptose des érythroblastes. Le mécanisme de
dysgénèse ribosomale menant à l’anémie reste inconnu. Le phénotype observé est identique à
celui que nous avons mis en évidence lors de l’inhibition de l’expression d’Hsp70 dans les
érythroblastes normaux. Des resultats preliminaires montrent, sur des érythroblastes normaux,
que l’inhibition de la protéine RPS14 par siRNA induit la diminution d’expression d’Hsp70,
ce qui pourrait expliquer le phénotype observé chez les patients. Il reste à démontrer le
mécanisme par lequel RPS14 induit la diminution d’expression d’Hsp70.
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3.2      Polyglobulie de Vaquez
La polyglobulie de Vaquez ou Polycythaemia vera (PV) est un désordre
myéloprolifératif clonal initié dans une cellule souche hématopoïétique, caractérisé par la
surproduction de cellules érythroïdes souvent accompagnée de thrombocytose et/ou
granulocytose 377,378. Puisque l’accumulation de globules rouges est dominante dans le
phénotype clinique, la maladie a donc été appelée polycythémie. Les progéniteurs érythroïdes
de patients atteints de PV forment des colonies érythroïdes (EEC pour endogenous erythroid
colonies) spontanées en culture même sans Epo 379. Les EEC peuvent être présentes aussi dans
des cas de thrombocytémie essentielle (TE) et de myélofibrose idiopathique (MFI) 380.
Bien que la croissance soit indépendante de l’Epo, la séquence, l’expression et l’affinité
de liaison de l’Epo au REpo sont normales chez les patients de PV 381,382,383,384.  De plus, les
progéniteurs de patients sont hypersensibles à l’Epo mais aussi à l’IGF-1, l’IL-3, le GM-CSF
et au SCF 385,386,387,388. Ces résultats suggèrent qu’un événement en aval du récepteur soit
responsable de la formation d’EEC. Plusieurs études démontrent que la mutation V617F de
JAK2  est liée à la majorité des PV (89%) mais aussi dans des cas d’TE (43%) et MFI (43%)
350,389,390,391,392. La mutation induit une activation constitutive de la tyrosine kinase en
empêchant la régulation négative du domaine JH2 de JAK2. JAK2 muté peut se lier au
récepteur puis recruter et phosphoryler STAT5 en l’absence de facteur de croissance. La
mutation est aussi nécessaire pour l’hypersensibilité à l’Epo des progéniteurs érythroïdes et la
formation d’EEC en culture in vitro  350. La mutation de JAK2 est directement liée au
phénotype de PV puisque l’expression rétrovirale de la protéine mutée induit un phénotype
d’érythrocytose 350. Une duplication de l’allèle muté, induisant une perte du second allèle
JAK2 sauvage agissant probablement comme un dominant négatif, permet un avantage
prolifératif et la croissance du clone homozygote 390.  Récemment, une étude a montré qu’un
défaut de TET2 est présent dans les cellules souches hématopoïétiques et précède la mutation
V617F de JAK2 chez des patients atteints de désordre myéloprolifératif, mais est aussi
présent chez des patients atteints de SMD ou LAM secondaire 393.
Les progéniteurs érythroïdes de PV sont résistants à des stimuli apoptotiques 394 et
l’expression de Bcl-XL est augmentée 395. La surexpression  de Bcl-XL peut expliquer la
différenciation des progéniteurs érythroïdes in vitro en l’absence d’Epo ainsi que l’avantage
de survie in vivo  à de faibles productions d’Epo.  Il semble que les voies JAK/STAT, PI3-K et
des Src kinases soient impliquées dans la différenciation érythoïde indépendante d’Epo 351.
D’autre part, les progéniteurs érythroïdes de PV mutés pour JAK2 activent moins les caspases
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et le clivage de GATA-1 est incomplet en réponse à la stimulation de Fas. En effet, il a été
démontré que l’expression de c-FLIP court (cellular FLICE-inhibitory protein), un homologue
inactif de la caspase-8 qui inhibe l’apoptose induite par le récepteur de mort, est diminuée
chez ces patients 396.
Nos résultats préliminaires montrent que, même en l’absence d’Epo, Hsp70 reste
localisée dans le noyau dans des progéniteurs érythroïdes de patients atteints de PV.  Il reste à
tester si l’inhibition d’Hsp70 induit l’apoptose des érythroblastes mutés pour JAK2. De façon
intéressante des érythroblastes de patients atteints de maladie de Vaquez mais non mutés pour
JAK2 présentent également une rétention d’Hsp70 dans le noyau et une absence de clivage de
GATA-1. Il serait donc intéressant de tester si les mécanismes de rétention d’Hsp70 retrouvés
dans les érythroblastes normaux, tel que l’activation de Lyn, ne sont pas actifs de façon
constitutive, mais aussi de vérifier si les séquences des gènes d’Hsp70 ou de Lyn  sont
normales chez ces patients.
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Mécanismes de régulation de GATA-1 par les protéines de choc thermique Hsp27 et
Hsp70 au cours de la différenciation érythroïde terminale.
Résumé
L’érythropoïèse est le processus permettant la production de globules rouges en
grande partie sous le contrôle du facteur de transcription GATA-1 qui active la transcription
des gènes érythroïdes et de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. Dans ce travail, nous
montrons qu’au cours de la différenciation érythroïde, GATA-1 est protégé du clivage de la
caspase-3 par la protéine chaperonne Hsp70. D’autre part, la surexpression de GATA-1 induit
un blocage de la maturation. Nous avons montré qu’Hsp27 interagit avec GATA-1 et induit sa
dégradation par le protéasome.
Nous avons déterminé les mécanismes par lesquels Hsp70 est accumulé dans le noyau
des érythroblastes au cours de la différenciation érythroïde terminale. Avant la diminution
d’expression de c-Kit, Hsp70 est principalement cytoplasmique car le SCF induit l’export
nucléaire d’Hsp70. Au stade de la diminution d’expression de c-Kit, l’export nucléaire induit
par le SCF est diminué et l’Epo, en activant Lyn, induit la rétention nucléaire d’Hsp70.
Nous avons confirmé notre modèle au cours de syndromes myélodysplasiques (SMD)
de bas grade, où nous avons démontré qu’un défaut de localisation nucléaire d’Hsp70 est en
partie responsable du phénotype observé.
Mechanisms of GATA-1 regulation by heat shock proteins Hsp70 and Hsp27 along
terminal erythroid differentiation.
Abstract
Erythropoiesis is a process leading to red cells production and is mainly under control
of the transcription factor GATA-1 that controls the expression of erythroid genes and the
anti-apoptotic protein Bcl-xL. In this study we demonstrated that during differentiation but not
during apoptosis, the chaperone protein Hsp70 protects GATA-1 from caspase 3-mediated
proteolysis. On the other hand, GATA-1 overexpression induces a blocage of maturation.
Here, we showed that Hsp27 interacts with d GATA-1 to favor proteasomal degradation.
Further, we determined the mechanisms of nuclear accumulation during terminal
erythroid differentiation. Before c-Kit down-modulation at basophilic stage, Hsp70 is mainly
localized into cytoplasm because SCF induced Hsp70 nuclear export. At the onset of c-Kit
down-modulation, SCF induced Hsp70 nuclear export was decreased and Epo activated Lyn
induced Hsp70 nuclear accumulation.
We confirmed our model to low grade myelodysplastic syndrome (MDS) were a defect
in nuclear localization of Hsp70 is partially responsible for the observed phenotype.
Mots clé : Hsp70, Hsp27, GATA-1, érythropoïèse, SMD.
Key words : Hsp70, Hsp27, GATA-1, erythropoiesis, SMD.
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